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1. RESUMO e ABSTRACT 
 
Rearranjos Subteloméricos em Doentes com Atraso Mental Idiopático FCUL-DQB 2009 
  Pág. 7 
 
1.1 RESUMO 
 
 
O atraso mental é uma condição decorrente de diversas causas, com uma prevalência 
de 1 a 3% na população em geral. Em cerca de metade dos casos, porém, a sua 
etiologia é desconhecida.  
 
Estudos recentes indicam que aproximadamente 5% dos indivíduos com atraso mental 
idiopático apresentam alterações submicroscópicas ao nível  das regiões 
subteloméricas dos cromossomas, sendo que se encontram descritas taxas de 
detecção até 23%, consoante os critérios clínicos aplicados na selecção dos doentes.  
 
Os telómeros são regiões terminais dos cromossomas eucarióticos, compostos por 
repetições ricas em TG. Na região adjacente a estas repetições situam-se famílias 
complexas de DNA repetitivo, as sequências subteloméricas. Apresentam um alto 
nível de homologia entre si e podem estender-se por várias centenas de kilobases. 
Estes aspectos estruturais dos subtelómeros aumentam a probabilidade de 
emparelhamentos não homólogos, que poderão desencadear acontecimentos de troca 
de material e desequilíbrio de dosagem génica. Por outro lado, os subtelómeros são 
ricos em pseudogenes e genes transcricionalmente activos.  
Assim, é de prever que um desequilíbrio da dosagem génica ou alterações de 
expressão causados por rearranjos estruturais nestas regiões, se manifestem num 
efeito fenotípico marcado relativamente a outras anomalias de maior extensão. 
 
O presente projecto consiste no estudo de um conjunto de indivíduos com fenotipo 
específico (n=197) do ponto de vista da análise citogenética (exclusão de cariotipo 
anormal) e hibridação in situ por fluorescência, utilizando sondas específicas para as 
regiões subteloméricas de todos os cromossomas (FISH-T), excepto os braços curtos 
dos acrocêntricos. 
 
A avaliação clínica para selecção dos indivíduos inclui parâmetros de ponderação 
como o atraso mental moderado a severo, microcefalia, facies dismórfico, outras 
dismorfias não faciais e história familiar de atraso mental, levando em consideração os 
critérios de DeVries. 
 
Na população estudada a taxa de detecção de casos anormais foi de 3,5% (7 em 197), 
enquadrando-se no intervalo esperado referido na bibliografia.  
 
Discute-se a implementação de um método alternativo, a MLPA, do qual se 
apresentam resultados preliminares, visando a substituição do método de FISH 
actualmente usado na rotina.  
 
Palavras-chave: Atraso mental; rearranjos cromossómicos; regiões subteloméricas; 
FISH; MLPA; anomalias congénitas. 
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1.2 ABSTRACT 
 
 
Mental retardation (MR) is a condition present in about 3% of the general population. 
There may be several underlying causes, but in half the cases,  these remain unknown. 
Recent studies reveal that 5% of patients with MR show submicroscopic anomalies in 
subtelomeric regions of chromosomes. Some studies state detection rates up to 23% 
depending on clinical criteria for selection of probands. 
 
Telomeres are the terminal regions of eucariotic chromosmes, rich in TG repeats. In 
the adjacent region lie complex families of repetitive DNA, the so-called subtelomeric 
sequences. These can be several hundred kilobases long and present a high level of 
homology. Non homologous pairing of chromosomes is higher due to telomeric 
structure, and a possible cause of recombination or chromosomal imbalance. In 
addition, subtelomeric regions are rich in pseudogenes and transcriptionally active 
genes: gene dosage effects or regulatory phenomena caused by structural 
rearrangements in these regions are likely to have remarkable phenotypic 
consequences. 
 
This study aims to test a population of 197 patients with mental retardation and 
dysmorphic features/congenital anomalies by fluorescent in situ hybridization (FISH), 
following a normal karyotype result.  
Specific probes for all subtelomeric regions are used except for the short arms of 
acrocentric chromosomes. 
Selection of probands followed a checklist including moderate to severe MR, 
micro/macrocephaly, dysmorphic features and relevant family history.  
 
A detection rate of 3.5% was obtained, consistent with the expected values referred in 
the literature.  
 
An alternative method to FISH is discussed, and MLPA preliminary results are 
presented, as the first step to validate its application as routine procedure.  
 
 
Keywords: Mental retardation; congenital anomalies; subtelomeric regions; 
chromosomal rearrangements; FISH; MLPA  
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2. INTRODUÇÃO 
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2.1 A GENÉTICA MÉDICA 
 
A Genética Humana investiga as características hereditárias e as suas variações, 
sejam estas patológicas ou não, no indivíduo como na população. Da aplicação destes 
princípios à Medicina nasceu a Genética Médica, cujo papel tem vindo a ganhar 
relevância crescente. Sobretudo nas últimas 4 décadas, com o reconhecimento de 
factores genéticos implicados em inúmeras condições e patologias, a Genética Médica 
vem ganhando importância e abrangência prática. A utilização do estudo genético do 
indivíduo pode aplicar-se em situações de rastreio, à orientação do aconselhamento 
genético em casos de risco familiar, de diagnóstico pré-natal ou do valor prognóstico 
em quadros clínicos específicos. Constitui assim uma arma importante em termos de 
saúde pública, não tanto pela frequência das doenças genéticas na população, mas 
principalmente dado o seu nível de elevada morbilidade, e pelo peso psicológico e 
económico que estas doenças representam para as famílias em particular, e 
indirectamente para a comunidade.  
Para a maioria destas situações não existe tratamento efectivo disponível, pelo que o 
ênfase clínico é dado à prevenção da recorrência na família afectada (estimativas de 
risco, disponibilidade de diagnóstico pré-natal e aconselhamento) e à antecipação de 
complicações nos indivíduos afectados (por exemplo, cirurgias correctivas e cuidados 
antecipatórios). O papel do geneticista clínico é o de procurar um diagnóstico preciso 
no qual fundamentar o aconselhamento, e fornecer a informação relativamente a 
prognóstico e seguimento. Espera-se que, sempre que possível, antecipe 
sintomatologia tardia, determine probabilidades de transmissão e formas de suavizar 
os sintomas. O apoio não directivo às decisões da família (e do indivíduo, quando 
aplicável) repete-se ao longo da vida dos doentes. 
A recolha e a análise reflexiva dos registos clínicos permite também a elaboração de 
programas de informação e prevenção, a divulgar por grupos de doentes e médicos. 
Embora as suas frequências sejam individualmente baixas, as doenças genéticas são 
numerosas e habitualmente severas. Estima-se que os 2 a 5% de nados vivos que 
nascem com anomalias congénitas representem um terço dos internamentos 
pediátricos e que contribuam fortemente para a taxa de mortalidade infantil.  
Uma doença genética é, por definição, uma patologia causada por alterações no 
genoma, seja por perturbação da integridade estrutural deste ou por alterações 
quantitativas da carga genica [46]. As doenças genéticas podem assim estar 
associadas a anomalias dos cromossomas, herdadas ou adquiridas como os defeitos 
genéticos em células somáticas (pós-zigóticos), ou constituir doenças monogénicas, 
poligénicas ou multifactoriais, envolvendo um ou mais genes e a influência de factores 
externos.  
As frequências das doenças genéticas encontram-se resumidas na Tabela 1, 
verificando-se que os defeitos das células somáticas constituem a grande fatia de 
alterações genéticas presentes na população. Este grupo é constituído por ocorrências 
pós-zigóticas, por exemplo os mosaicos, mas resume-se maioritariamente ao cancro.  
Verifica-se igualmente que a ocorrência de anomalias cromossómicas é muito mais 
elevada nas concepções do que nos nados-vivos. Isso deve-se a que a maior parte 
das anomalias cromossómicas são tão letais que o embrião afectado não é viável. 
Efectivamente, apenas 0,6% dos recém-nascidos são portadores de anomalia 
cromossómica com fenotipo associado [46], e 0,2% adicionais apresentam rearranjos 
cromossómicos equilibrados sem manifestações fenotípicas, quando à partida as 
anomalias cromossómicas se encontram em 20% das concepções.  
 
 
 
 
 
 
Rearranjos Subteloméricos em Doentes com Atraso Mental Idiopático FCUL-DQB 2009 
  Pág. 11 
 
                                    Incidência 
 
Tipo de Alteração Genética 
 
Subtipos Em 1000 nados vivos Em 1000 concepções
Cromossómicas >400 6 200 
Monogénicas    
Autossomicas dominantes 3711 10  
Autossómicas recessivas 1631 2 14 
Ligadas ao X 368 2  
Multifactoriais    
                  Anomalias congénitas >50 6 30 
Crónicas (adultos) >50 50 50 
Mitocondriais >8 raras - 
Defeitos nas Células Somáticas >100 250 - 
 Total 326 294 
 
Tabela 1 – Quadro sinóptico de incidências de alterações genéticas na população em 
geral (adaptado de [17]) 
 
Geralmente as indicações clínicas para análise citogenética são as dismorfias e/ou 
atraso mental, os abortos espontâneos (precoces e recorrentes) em casais e 
alterações fenotípicas menores que se sabe estarem habitualmente associadas a 
cromossomopatias. 
 
 
2.2 CAUSAS GENÉTICAS DO ATRASO MENTAL 
 
A prevalência do atraso mental na população em geral é de cerca de 3% [47]. 
Encontra-se frequentemente associado a doenças genéticas, pois cerca de 25% 
destes casos devem-se a anomalias cromossómicas (maioritariamente trissomia 21), e 
20% a outras doenças genéticas e factores ambientais.  
O atraso mental, ou défice cognitivo, define-se em termos clínicos como um modo 
funcional iniciado na infância que se caracteriza por limitações na inteligência e nas 
capacidades adaptativas do indivíduo. Engloba um largo espectro de deficiências e 
diversos graus de funcionalidade em áreas definidas como a comunicação, relações 
interpessoais, orientação, rotina quotidiana, higiene pessoal, capacidade académicas, 
e outras. A capacidade adaptativa considera-se afectada quando pelo menos duas 
áreas estão comprometidas, em comparação com crianças da mesma idade e cultura.  
A sua medida principal e mais conhecida é o coeficiente de inteligência (QI). Este 
relaciona a capacidade de realizar tarefas complexas e resolver problemas, incluindo 
avaliação da fluência, raciocínio matemático, memória e visualização espacial. O valor 
médio na população é 100, sendo que o grau de severidade do atraso mental se mede 
em termos dos desvios padrão do QI relativamente à média, conforme indicado na 
Tabela 2.  
 
Atraso 
ligeiro 
Atraso 
moderado 
Atraso  
grave 
Atraso 
profundo 
Atraso 
inespecífico 
 
70>QI>55 
 
55>QI>40 
 
40>QI>25 
 
QI<25 
 
Não quantificável, mas 
presumivelmente baixo 
Tabela 2 – Classificação do atraso mental de acordo com a avaliação do QI [82]. 
 
O termo atraso global de desenvolvimento é aplicado a crianças com idade inferior a 5 
anos, pois neste grupo etário as medidas de QI são menos fidedignas. Este termo não 
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é sinónimo de atraso mental, pois uma criança com atraso de desenvolvimento poderá 
vir a revelar um QI normal quando for mais velha.  
O atraso mental constitui assim um problema de saúde pública, dada a sua 
prevalência e a necessidade premente de estruturas de apoio. Um acompanhamento 
conveniente requer o diagnóstico e intervenção precoces, bem como a coordenação 
de recursos educacionais e cuidados de saúde. A identificação da causa subjacente 
ao atraso mental permite a intervenção dirigida, vigilância e antecipação de 
complicações médicas ou comportamentais. As causas são variadas, sendo a maioria 
atribuída ao período pré-natal, com forte peso da componente genética. As causas de 
foro genético mais frequentes são a trissomia 21 (presença de um cromossoma 21 
supranumerário) e o Síndrome de X-frágil (devido a expansão de sequências 
repetitivas em Xq). Contam-se ainda outras causas, entre elas as alterações das 
regiões subteloméricas com um peso cada vez mais reconhecido no diagnóstico do 
atraso mental. É de salientar que grande parte dos síndromes genéticos já definidos 
(de causa cromossómica ou outra) incluem entre as suas características mais 
marcantes algum grau de deficiência mental  
Quando as causas do atraso são genéticas, pode haver implicações para gestações 
futuras e risco reprodutivo para outros familiares, tornando importante a sua 
caracterização.  
Sendo as causas do atraso mental múltiplas, variadas e, por vezes, de difícil 
identificação, em 40-50% dos casos a sua etiologia é desconhecida [55]. É razoável 
considerar o envolvimento de factores genéticos, tendo em conta que já estão 
caracterizadas mutações em genes directamente relacionadas com défice cognitivo 
[71], nomeadamente em casos de atraso mental não sindromático.  
 
 
2.3 REARRANJOS SUBTELOMÉRICOS 
 
A região cromossómica localizada entre 8000 e 30000 pares de bases (bp) do 
telómero (extremidade do cromossoma) é designada subtelomérica, consistindo numa 
transição gradual entre zonas altamente repetitivas e zonas codificantes ricas em 
genes – pelo menos 500 genes encontram-se localizados em regiões subteloméricas 
[48]. Existem diferenças entre telómeros e regiões subteloméricas: enquanto os 
primeiros consistem em repetições (TTAGGG)n, as segundas são-lhes imediatamente 
adjacentes e podem-se estender por várias centenas de kilobases (kb) – Fig.1. As 
sequências subteloméricas são muito semelhantes entre si e a homologia estende-se 
por vários pares de bases. Estes aspectos estruturais aumentam a probabilidade de 
emparelhamentos não homólogos, que poderão desencadear acontecimentos de troca 
de material e desequilíbrio de dosagem genica [8,7,39]. Por outro lado, os 
subtelómeros são ricos em pseudogenes e genes transcricionalmente activos. Na 
literatura são descritas 25 pequenas famílias de genes localizadas nestas regiões, 
com variadíssimas funções. Estas incluem genes relacionados com o olfacto, 
tubulinas, factores de transcrição, cadeias leves de imunoglobulinas, entre outros 
genes de função desconhecida, variáveis em número de cópias e em distribuição na 
população em geral [48]. É preconizável que um desequilíbrio da dosagem génica ou 
alterações de expressão causados por rearranjos estruturais nestas regiões se 
possam reflectir num efeito fenotípico marcado [48, 39]. 
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Figura 1 – Organização estrutural dos telómeros e domínios subteloméricos, (adaptado de [39]) 
 
 
Como já foi referido, o peso dos factores genéticos na etiologia do atraso mental é 
bem evidente, verificando-se um número crescente de mutações já descritas em 
genes relacionados com o défice cognitivo [71]. Concretamente, as regiões 
subteloméricas dos cromossomas foram pela primeira vez associadas ao atraso 
mental inexplicado há cerca de 17 anos [44], vindo-se desde então a consolidar esta 
hipótese com séries crescentes de doentes. 
A compilação de diversos estudos, com taxas de detecção variável, revela uma 
percentagem de 2,5% como frequência expectável num rastreio de rearranjos 
subteloméricos em indivíduos com atraso mental inexplicado. Alguns autores [1, 40] 
referem um elevado índice de recorrência, com cerca de metade dos casos herdados, 
o que vem reforçar a importância de um rastreio sistemático e dirigido.   
Diversos estudos publicados nesta área permitem também reunir evidências de que: 
a) os desequilíbrios crípticos ao nível subtelomérico constituem uma importante causa 
de atraso mental em crianças cujo cariotipo é aparentemente normal; b) os rearranjos 
cromossómicos ocorrem mais frequentemente em zonas subteloméricas do que em 
outras regiões cromossómicas.  
Embora inicialmente tenha sido proposto que a segunda hipótese, b), fosse decorrente 
da homologia entre sequências subteloméricas repetitivas, a verdade é que não 
existem provas definitivas nesse sentido. Prevalece igualmente a explicação menos 
interessante, de que a maioria das anomalias subteloméricas serão geradas por 
quebras aleatórias [56]. 
 
 
 
 
 
 
Repetições (TTAGGG)n 
Sequência telomérica distal 
Sequência telomérica proximal
Sequência cromossómica única
Sequência degenerada (TTAGGG)n 
Sequências longas comuns a apenas 
alguns cromossomas 
Sequências curtas comuns a vários 
cromossomas 
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2.4 A ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DO GENOMA 
 
A transmissão da informação genética considera-se a vários níveis: desde a molécula 
ao indivíduo, desde a população à evolução da espécie. De forma análoga, o genoma 
pode ser estudado em cada um dos seus níveis estruturais.  
Resumindo brevemente a estrutura do genoma: a unidade básica da hereditariedade é 
o gene, conjunto de instruções para a produção de proteínas específicas que regulam 
e constituem o organismo. Cada gene é constituído por uma sequência específica de 
dinucleótidos de adenina, citosina, timina e guanina, que compõem a molécula em 
dupla hélice de DNA. As 
moléculas de DNA encontram-se 
no núcleo celular enroladas em 
torno de proteínas denominadas 
histonas, sofrendo vários 
enrolamentos secundários para 
formar as estruturas conhecidas 
por cromossomas (Fig.2), objecto 
do presente estudo.  
 
 
 
 
Figura 2 – Ilustração figurativa do 
empacotamento da molécula de 
DNA e constituição dos 
cromossomas (retirado de [31]). 
 
 
 
 
 
Um cromossoma consiste 
fundamentalmente em DNA e 
proteínas, no conjunto designado 
por cromatina, sendo duplicado e 
transmitido à geração celular seguinte através da mitose e da meiose. A cromatina 
existe em duas formas, a constitutiva (eucromatina), uma forma menos condensada 
que contém a maioria dos genes codificantes, e a heterocromatina, forma mais 
condensada que contém maioritariamente sequências repetitivas de DNA não 
codificante.  
Por outro lado, o cromossoma inclui igualmente estruturas que lhe permitem replicar-
se e que contribuem para a sua estabilidade física como um todo: 
1) Telómero 
Os telómeros consistem em repetições em tandem da sequência (TTAGGG)n nos 3 a 
20 kb que antecedem a extremidade do cromossoma eucariota, terminando numa 
sequência em cadeia simples rica em guanina. Na realidade, os teloméros constituem 
a extremidade física dos cromossomas, responsável por manter a sua integridade 
estrutural e protegendo-o da degradação por exonucleases. Sem esta estrutura 
terminal, os cromossomas seriam instáveis e propensos a fusões topo a topo [39]. Os 
telómeros possuem também um papel no emparelhamento dos cromossomas durante 
a meiose e sofrem encurtamento nos sucessivos ciclos celulares, que é compensado 
pelo enzima telomerase [31]. É de salientar a diferença entre telómeros e regiões 
subteloméricas. Na região imediatamente adjacente a estas repetições situam-se 
famílias complexas de DNA repetitivo, denominadas sequências subteloméricas; 
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2) Centrómero 
O centrómero é visualizado como uma constrição em cromossomas metafásicos, 
correspondendo ao ponto de junção entre dois cromatídeos irmãos. É responsável 
pela adesão dos cromossomas ao fuso acromático durante a divisão celular e portanto 
indispensável à segregação do cromossoma.  
3) Locais de origem replicativa 
São sequências de DNA que originam as estruturas de origem de garfo replicativo, na 
qual as duas cadeias são mantidas separadas, permitindo por conseguinte a 
replicação do DNA por complementaridade [31]. 
 
As alterações na sequência do gene são designadas por mutações, considerando 
porém que o mesmo gene codificante pode existir em várias formas ou alelos. As 
variações no DNA que não acarretam consequências para a saúde são designadas 
por polimorfismos, sempre que presentes em pelo menos 1% da população [46].  
Uma mutação será considerada uma anomalia cromossómica se tiver dimensão 
suficiente para ser visualizada ao microscópio de campo claro, com a coloração 
adequada, ou detectada através de um sinal de fluorescência emitido por uma sonda 
de DNA. Assim, as alterações da sequência de DNA do genoma, desde as mutações 
pontuais às anomalias cromossómicas, diferem quanto à escala de grandeza e à 
sensibilidade e resolução da metodologia necessária para as detectar. Na Figura 3 
apresenta-se uma comparação esquemática de diversas técnicas de análise genética 
quanto às respectivas resoluções. 
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Figura 3 – Quadro esquemático das metodologias aplicáveis ao diagnóstico genético e respectivos graus de 
resolução (adaptado de [81]) 
 
 
2.5 A CITOGENÉTICA CONVENCIONAL 
 
A Citogenética é uma sub-disciplina da Genética que relaciona as alterações a nível 
cromossómico com características anatómicas ou fisiopatológicas específicas. Marca-
se o seu início em 1956 por Tijo e Levan, ao observarem que o número correcto de 
cromossomas humanos é 46. Seguiu-se a descoberta da primeira doença 
cromossómica em 1959, a trissomia 21, para dez anos mais tarde serem já 20 as 
doenças cromossómicas conhecidas.  
A análise do cariotipo, ou seja, o conjunto dos cromossomas corados de forma a 
evidenciar um padrão característico de bandas, continua a ser uma ferramenta 
fundamental para a Genética Clínica na era da genómica, já que alguns síndromes 
genéticos reconhecíveis estão directamente relacionados com um tipo específico de 
anomalia.  
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Embora muitos casos permaneçam por esclarecer no que respeita à correlação entre 
o genotipo e o fenotipo, a compilação da informação obtida através da citogenética e 
da biologia molecular humana (nomeadamente a sequenciação do genoma humano) 
permitiu uma melhor caracterização das funções específicas de alguns genes, e da 
forma como essa função se reflecte num fenótipo em particular. Contribui-se assim 
para melhor delinear síndromes e para aumentar o conhecimento do conteúdo génico 
de cada cromossoma.  
  
 Num estudo citogenético, os cromossomas distinguem-se e descrevem-se pelo 
tamanho e posição do centrómero (Figura 4), mas principalmente pelo característico 
padrão de bandas adquirido através de técnicas de coloração específicas, como o 
bandeamento G [67].  
 
 
Figura 4 – Estrutura dos cromossomas (adaptado de [31]). Estão representadas as 
principais estruturas que compõem o cromossoma quando corado e analisado num 
estudo citogenético, nomeadamente: cromatídeos, centrómeros, telómeros, satélites e 
pedúnculos (apenas presentes nos cromossomas acrocêntricos)  
 
São designados de 1 a 22 (autossomas), X e Y (gonossomas ou sexuais, 
responsáveis pelo dimorfismo sexual), possuindo cada par um padrão característico 
de bandas que permite fazer o seu estudo. Ao conjunto de cromossomas de um 
indivíduo chama-se cariotipo e à sua representação esquemática, ideograma (Figura 
5). 
Metacêntrico Submetacêntrico Acrocêntrico
Telómero
Centrómero
Braço curto (p)
Braço longo (q)
Crometideos
irmãos
Satélite
Pedúnculo
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Figura 5 – Ideogramas ou Representações esquemática dos 23 pares de cromossomas 
humanos bandeados, 22 pares de autossomas e dois cromossomas sexuais, X e Y. O 
tracejado central atravessa os centrómeros, separando braços curtos de braços longos. 
 
 
 
Um cariotipo normal é descrito pela nomenclatura internacional [68] como 46,XX para 
uma mulher e 46,XY para um homem, conforme representado acima. 
A obtenção do padrão de bandas característico de cada cromossoma é conseguida 
pela fixação de preparações de células em metafase, etapa do ciclo celular em que os 
cromossomas se encontram individualizados e mais condensados (10x mais do que 
em interfase). Mediante técnicas de coloração específicas, é possível a sua 
visualização em microscopia óptica de campo claro, com uma ampliação de 1000x, 
procedendo-se assim à sua análise. 
O processo inicia-se como uma cultura celular, que pode ser ou não sincronizada, 
seguida de paragem do ciclo celular e colheita/fixação das células; haverá depois uma 
preparação das células em lâmina e respectiva coloração para estudo ao microscópio. 
Descreve-se de seguida o procedimento de obtenção de metafases nas suas diversas 
etapas, modificação do método originalmente descrito por Yunis [85]: 
No que respeita à cultura celular, as amostras escolhidas para a cultura celular podem 
ser fibroblastos de pele, (medula), amniócitos, sendo os linfócitos T obtidos de sangue 
periférico o tecido de eleição para os estudos citogenéticos. Para além da sua 
disponibilidade biológica, a estimulação dos linfócitos T por mitogénios como a 
fitohemaglutinina permite activar facilmente o ciclo celular. Desta forma, as células 
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aumentam de tamanho, sintetizam DNA e entram em proliferação, aparentando uma 
transformação blástica. 
É de referir no entanto que a escolha do tecido alvo depende, entre outros factores, do 
objectivo do estudo, e não apenas da conveniência do trabalho de bancada. Por 
exemplo, os amniócitos constituem a amostra usada para estudos pré-natais, 
enquanto que uma exclusão de mosaicismo deverá ser feita num tecido alternativo ao 
sangue periférico. 
A sincronização do ciclo celular tem por finalidade maximizar o número de células em 
metafase por altura da colheita. Esta sincronização é conseguida por acção da 
timidina ou metotrexato dada a sua interferência no metabolismo das purinas;  
Algum tempo decorrido do início da sincronização, a paragem do ciclo celular é feita 
com Colcemid®, que inibe a polimerização dos microtúbulos e, consequentemente, a 
formação do fuso acromático [37]. A colheita das células é feita por choque hipotónico 
e fixação com solução fixante de metanol e ácido acético. 
O sedimento resultante pode ser armazenado, espalhado em lâminas para coloração 
ou utilizado para estudos de hibridação in situ.  
O espalhamento ter por objectivo a obtenção de preparações de metafases 
apresentando cromossomas íntegros e bem individualizados que permitam um estudo 
microscópico detalhado. Depende de um tratamento de envelhecimento por acção 
térmica e das condições de humidade relativa e temperatura em que se realiza, 
constituindo um dos passos mais críticos para o sucesso das preparações e qualidade 
final das lâminas.   
A citogenética utiliza diversos métodos de coloração que se dividem essencialmente 
em dois tipo: aqueles que visam estruturas específicas do cromossoma e aqueles que 
resultam no bandeamento de todo o cromossoma.  
 
O bandeamento C visa as zonas de heterocromatina constitutiva, permitindo assim 
avaliar as variações presentes a nível dos centrómeros, braços curtos de acrocêntricos 
e zonas polimórficas dos cromossomas 1, 9, 16 e Y; outro exemplo é o bandeamento 
N, que visa as regiões NOR (Nucleolar Organizing Region) presentes nos satélites dos 
braços curtos dos acrocêntricos. 
O bandeamento G usado na análise citogenética de rotina, baseia-se na acção 
selectiva da tripsina sobre a cromatina e na subsequente coloração com corante 
selectivo (Giemsa ou Leishman). A obtenção do característico padrão de bandas de 
cada cromossoma permite o seu estudo detalhado, nomeadamente a detecção de 
anomalias numéricas e estruturais.  
 
 
2.6 ANOMALIAS CROMOSSÓMICAS 
 
As anomalias cromossómicas, sejam elas constitucionais ou adquiridas, dividem-se 
em dois grandes grupos: anomalias numéricas, alterações face ao número de 
cromossomas considerado normal numa dada célula, e estruturais, alterações em que 
um ou mais cromossomas apresentam uma estrutura anómala. Os dois tipos de 
anomalia podem ocorrer simultaneamente na mesma célula. 
Enquanto as anomalias numéricas são sempre desequilibradas (implicam perda ou 
ganho de material genético), as estruturais podem ser desequilibradas ou equilibradas, 
consoante acarretam ou não ganho (ou perda) de carga génica. Embora as anomalias 
estruturais equilibradas careçam habitualmente de significado clínico, pois não 
implicam alteração da carga génica, podem no entanto ser disruptivas (interromper um 
gene) ou responsáveis por efeitos de posição (activação ou inactivação de genes por 
acção da sua vizinhança genética). O risco associado a estas anomalias é calculado 
empiricamente. 
 
Entre as anomalias numéricas, consideram-se:  
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Aneuploidias – apenas um dos pares cromossómicos está envolvido; Pode resultar de 
não disjunção dos cromossomas durante a mitose, a nível pós-zigótico, resultando em 
duas populações celulares com complementos cromossómicos distintos, fenómeno 
designado por mosaicismo. Se a não disjunção ocorrer durante a meiose quando da 
formação dos gâmetas, todas as células do zigoto resultante serão afectadas. O 
exemplo mais comum de aneuploidia é a trissomia 21, seguido de anomalias dos 
cromossomas sexuais. Das trissomias autossómicas apenas as trissomias do 21, do 
18 e do 13 são compatíveis com a vida, apresentando as duas últimas, um elevado 
grau de morbilidade e uma reduzida esperança de vida [29]; 
 
Euploidias – a célula possui um múltiplo do cariotipo haplóide (>2N), o que não é 
compatível com a vida.  
 
As anomalias estruturais são diversas, podendo envolver um único cromossoma ou 
vários cromossomas: 
 
a)  Duplicações: as mais frequentes das anomalias estruturais, estas consistem 
numa ou mais cópias de um fragmento cromossómico inserido no mesmo ou noutro 
cromossoma (representada na Fig 6.1); [68] 
 
b)  Delecções: perda de um ou mais fragmentos de um cromossoma; pode ser 
terminal ou intersticial, consoante a localização do fragmento em falta (Fig.6.2); [68] 
 
c)  Inversões: rotação de 180º de um fragmento cromossómico relativamente à 
sua orientação habitual. Consoante o envolvimento do centrómero incluído no 
fragmento, poderão ser pericêntricas (Fig. 6.3) ou paracêntrica (Fig.6.4), caso em que 
o fragmento não contém o centrómero; 
   
d)  Cromossomas em anel: delecções nas extremidades do cromossoma e reunião 
complementar (Fig. 6.5). 
 
Figura 6 – Representação esquemática de (da esquerda para envolva direita): 1. duplicação, 2. delecção, 3. 
inversão paracêntrica (não envolve o centrómero) 4. inversão pericêntrica (o centrómero localiza-se no 
fragmento invertido), 5. Cromossoma em anel. 
 
 
e) Cromossomas marcadores: cromossomas extra, estruturalmente anormais; são 
responsáveis por trissomias parciais, e a sua caracterização deve ser feita para 
averiguar o seu significado clínico. A sua morfologia é muito variável, consoante o 
mecanismo que lhe deu origem. 
 
Quebra →
Quebra →
Quebra →
Quebra →
Quebra →
Quebra → Quebra →
Quebra →
Quebra →
Quebra →
← União
União
↓
Rearranjos Subteloméricos em Doentes com Atraso Mental Idiopático FCUL-DQB 2009 
  Pág. 20 
f) Isocromossomas: são originados por uma divisão centromérica anormal, da qual 
resulta uma duplicação do braço longo e ausência do braço curto, ou vice-versa (Fig 
7.2 e 7.3). 
 
g) Inserções: fusão de um fragmento cromossómico noutro cromossoma, ou noutra 
região do mesmo cromossoma (Fig. 7.1).  
 
Figura 7 – Representação esquemática de 1. inserção, 2. isocromossoma do braço longo e 3. isocromossoma 
do braço curto. 
 
 
h) Translocações: troca de material entre dois 
cromossomas (chamadas recíprocas) ou fusão cêntrica 
entre dois cromossomas acrocêntricos (chamadas 
Robertsonianas) com perda dos braços curtos; destas 
últimas pode resultar um cromossoma com dois 
centrómeros ou dicêntrico (Fig.8).  
 
 
 
 
Figura 8 – Representação esquemática de uma translocação recíproca 
(adaptada de [18]). A troca de material entre os dois cromossomas é 
representada pela diferença de cor. 
 
 
A citogenética de rotina, nomeadamente o procedimento que inclui a cultura celular 
sincronizada e o bandeamento G, permitem a resolução do genoma haplóide até 850 
bandas, em que cada banda corresponde a 5-10 Mb, e cada sub-banda, quando 
visível, engloba 2 a 5 Mb [68]. Os limites de resolução desta técnica estão 
directamente relacionados com os limites de detecção do olho humano e do 
microscópio óptico, bem como à complexidade do empacotamento do DNA no 
genoma e suas variações. [47] 
Em conclusão, o reconhecimento e a interpretação de anomalias citogenéticas subtis é 
subjectivo, pois mesmo dentro dos limites de resolução referidos, o padrão de bandas 
nem sempre é distintivo. Este é o caso das extremidades dos cromossomas e regiões 
subteloméricas, que habitualmente são caracterizados a um nível de resolução 
superior, a citogenética molecular na qual se enquadram os estudos de hibridação in 
situ. 
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2.7 HIBRIDAÇÃO IN SITU POR FLUORESCÊNCIA 
 
A hibridação in situ por fluorescência (FISH) foi descrita em 1988 por Pinkel [53] como 
adaptação do método radioactivo existente, tornando-o mais simples, rápido e 
sensível. Fundamentalmente assenta no mesmo princípio, ou seja na hibridação de 
um fragmento de DNA marcado com um fluorócromo, à sua sequência complementar 
presente no DNA do tecido alvo. A visualização deste sinal é feita por microscopia de 
fluorescência.  
Os passos básicos incluem o tratamento do tecido alvo, removendo restos celulares e 
permeabilizando a amostra de forma a permitir a penetração da sonda, por exemplo, 
no núcleo da célula. Tanto a sonda como o DNA alvo são desnaturados através de 
incubação a temperatura elevada em presença de formamida (agente desnaturante). A 
sonda encontra-se em excesso, de forma a favorecer a cinética de ligação ao DNA 
alvo. A hibridação é conseguida pela incubação a 37ºC, e seguem-se diversas 
lavagens para retirar a sonda em excesso, bem como a sonda que tenha hibridado de 
forma inespecífica em zonas não complementares. Nestas lavagens joga-se a 
estabilidade dos híbridos formados face a diferentes condições de estringência 
(concentração salina) e temperatura. 
A detecção do sinal é conseguida pela excitação do fluorócromo associado à sonda 
com luz ultravioleta e visualização da preparação no microscópio de fluorescência. 
Entre os fluorocromos mais utilizados encontra-se o 5-tiocianato de fluoresceína 
(FITC), verde, ou a rodamina (TRITC) e o Texas Red, vermelho, enquanto que o fundo 
azul é obtido pela pintura cromossómica com diaminofenilindolo (DAPI).  
 
 
Figura 9 – Esquema ilustrativo do processo de hibridação in situ por fluorescência (adaptado de Gersen [31]). 
A hibridação entre a sonda e o cromossoma alvo ocorre sobre uma lâmina de microscópio, que uma vez lavada 
numa série de soluções salinas, é contrastada e observada ao microscópio de fluorescência. 
 
Dados os progressos proporcionados pelo Projecto Genoma Humano, actualmente é 
possível produzir sondas de FISH para virtualmente qualquer região cromossómica, 
sendo que a maioria são produzidas comercialmente e se enquadram numa de 3 
categorias: 
 
Sequência única – estas sondas são geradas a partir de sequências do genoma já 
clonadas num vector, por exemplo cosmídeos, cromossoma artificial de levedura ou 
bactéria, ou ainda geradas por amplificação com primers específicos. O tamanho 
destas sondas varia entre 1 kb e 1 Mb e são usadas com frequência para localizar ou 
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detectar uma dada região, tanto quanto ao número de cópias como à eventual 
ocorrência de rearranjos; 
Sequência repetitiva - são dirigidas às sequências satélite localizadas ao nível do 
centrómero; são constituídas por monómeros que se repetem em bloco várias 
centenas ou milhares de vezes, pelo que originam sinais fortes e facilmente 
visualizáveis. Os centrómeros humanos são suficientemente distintos entre si para 
permitir o desenvolvimento de sondas centroméricas específicas de cromossoma (com 
excepção dos centrómeros do 13/21 e do 14/22, que apresentam grande homologia), 
e justificara sua grande utilidade na pesquisa de aneuploidias e mosaicismos. Além 
das centroméricas, há que referir as sequências β-satélite (braços curtos dos 
cromossomas acrocêntricos), sequências clássicas de DNA satélite (heterocromatina), 
e as sequências repetitivas teloméricas; 
 
Pintura cromossómica – constituídas por um conjunto de sondas repetitivas e de 
sequência única, isoladas de cada cromossoma individualmente; são habitualmente 
utilizadas para a caracterização de rearranjos cromossómicos, nomeadamente 
cromossomas derivados e translocações.  
 
Existem já disponíveis no mercado muitas sondas marcadas directamente com 
flúorocromos, mas é igualmente possível produzi-las a partir de células transformadas 
e marcá-las directa ou indirectamente (mediante a incorporação de um hapteno como 
a biotina ou a digoxigenina por “nick translation”, que será depois detectado por uma 
reacção secundária com um anticorpo marcado com fluorescência). 
Uma das inúmeras vantagens da FISH é poder ser aplicada a vários tipos de 
amostras, dependendo da conveniência do estudo. Podem ser observadas metafases 
resultantes de células cultivadas ou interfases, provenientes tanto de células 
cultivadas como células não cultivadas, obtidas por exemplo citologias aspirativas, 
parafinados, esfregaços bucais, etc. 
 Tal como a citogenética convencional, a FISH obedece a regras de nomenclatura 
próprias estabelecidas no ISCN (nomenclatura internacional de citogenética, [68]). A 
tal obriga a sua vasta aplicação na genética clínica, desde a área oncológica até ao 
esclarecimento de situações emergentes da citogenética constitucional, bem como o 
diagnóstico directo de síndromes de microdeleção.   
Assim, as metodologias envolvendo FISH (ou citogenética molecular) têm vindo a 
diversificar-se ao longo dos anos e, actualmente, a aplicação desta técnica à genética 
clínica é considerado um standard of care na generalidade dos laboratórios.  
Entre os factores determinantes para o conhecimento da estrutura dos telómeros 
destaca-se precisamente o desenvolvimento de técnicas de FISH multicolor, para além 
do preenchimento de lacunas no mapa físico do genoma humano e a clonagem de 
telómeros de mamíferos [43]. Com base no conhecimento adquirido, foi 
posteriormente desenvolvido e comercializado um painel de sondas complementares a 
cada região subtelomérica, permitindo a sua detecção por hibridação in situ de 
fluorescência. 
 
 
 
2.8 MÉTODOS MOLECULARES 
 
O rastreio das regiões subteloméricas por FISH tornou-se rapidamente uma etapa 
imprescindível da investigação clínica do atraso mental sem causa conhecida. Apesar 
dos resultados obtidos com esta metodologia a nível de taxas de detecção se 
enquadrar de modo satisfatório no cenário da Genética Clínica, ela apresenta 
limitações e inconvenientes. Salienta-se o preço dos painéis de sondas e o tempo 
dispendido com cada caso. A verificação da integridade de cada subtelómero e a 
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respectiva localização cromossómica, por observação ao microscópio de fluorescência 
chega a demorar um dia de trabalho por caso.   
Uma vez que o estudo é realizado sobretudo em metafase, e não em interfase, devido 
ao ruído de fundo por vezes presente e à necessidade de despistar rearranjos, as 
duplicações passam facilmente sem ser detectadas, pensando-se que possam estar 
subrepresentadas na literatura publicada.  
Deste modo, têm vindo a ser desenvolvidas outras metodologias de âmbito mais 
abrangente que, dirigidas ao estudo das regiões subteloméricas, colmatem estas 
desvantagens. Referimo-nos a duas metodologias cuja base é a biologia molecular, 
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e microArray Comparative 
Genomic Hibrydization (aCGH). 
 
 
2.8.1 MLPA  
 
A metodologia MLPA foi descrita em 2002 por Schouten e colaboradores [65], sendo 
neste momento uma marca registada por uma firma holandesa.  
 Baseia-se na hibridação de duas sondas de DNA complementares à sequência alvo 
em regiões adjacentes, que serão ligadas por acção do enzima termostável ligase. 
Essas sondas contêm numa das extremidades uma sequência de primers universal e 
uma delas conterá adicionalmente uma sequência “stuffer” destinada a produzir um 
fragmento de tamanho pré-definido.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Hibridação do DNA alvo com sondas de MLPA seguida de amplificação. Note-se a preto as 
sequências de primer universal, a verde a sequência “stuffer” e a azul a sequência complementar ao alvo.  
 
 
Após a ligação é possível a amplificação da sequência hibridada usando os referidos 
primers. No caso dos telómeros cada amplificação multiplex abrange duas sondas 
para cada região subtelomérica de cada cromossoma, excluindo os braços curtos dos 
cromossomas acrocêntricos. O produto de amplificação de cada sonda possui um 
comprimento distintivo, entre 130 e 480 bp.  
 
A separação dos fragmentos resultantes é feita por electroforese capilar. A análise do 
electroforetograma leva em consideração a altura e a área dos picos produzidos pelo 
DNA do doente, em comparação com o padrão médio produzido por um conjunto de 
DNA referência. Adicionalmente, e uma vez que apenas é de esperar encontrar 
Alvo A 
Ligase 
Alvo BAlvo A 
Alvo B
Ligase 
PCR
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alterações em apenas um ou dois subtelómeros por doente, as restantes regiões 
servem de controlo interno. Assim, a robustez do método depende essencialmente da 
validade estatística de cada corrida e da dispersão dos resultados obtidos. Estes 
deverão ser validados com uma segunda reacção de MLPA e por FISH (considerando 
que as sondas subteloméricas utilizadas podem não ser coincidentes, e portanto não 
permitir confirmar mas sim delimitar a delecção ou duplicação encontrada).    
As grandes vantagens da MLPA residem na simplicidade do procedimento, rapidez na 
resposta (não necessita de cultura e podem-se processar várias amostras ao mesmo 
tempo) e no preço, muito inferior ao das sondas para FISH. Ainda, permite detectar 
duplicações com igual eficácia que delecções, ao contrário do FISH, em que a 
detecção de duplicações está muito condicionada.  
Adicionalmente, tendo a metodologia de base montada, a MLPA permite testar muitas 
patologias diferentes com o mesmo procedimento, mudando apenas a mistura inicial 
de sondas, o que a torna uma ferramenta muito prática num laboratório de rotina.  
 
 
 
2.8.2 NOVAS PERSPECTIVAS – arrayCGH 
 
A Hibridação Genómica Comparativa (CGH) constitui uma modificação da técnica de 
FISH, que visa a detecção de variações no número de cópias do genoma. Foi 
inicialmente desenvolvida para detectar perda ou ganho de cópias em tumores sólidos 
e baseia-se na hibridação competitiva de dois genomas (um teste e um controlo, 
marcados com diferentes fluorocromos) com uma preparação metafásica normal. 
Desvios na intensidade relativa de fluorescência dos dois fluorocromos em 
determinadas zonas cromossómicas indicam variação no número de cópias dessa 
região. Não obstante o desenvolvimento da CGH de alta resolução (HR-CGH) o limite 
de resolução desta técnica cingia-se a 2-5 Mb para a maioria das aplicações clínicas, 
à semelhança do bandeamento de alta resolução. No sentido de ultrapassar esta 
limitação foi então desenvolvido o arrayCGH (aCGH), combinando os princípios do 
CGH tradicional com os microarrays de DNA. Fragmentos de DNA representativos das 
zonas de interesse (BACs, Oligonucleótidos ou SNPs) são adsorvidos a um suporte 
(lâmina) de forma ordenada, criando uma matriz. Os DNA controlo e teste são 
marcados diferencialmente e hibridados competitivamente contra a matriz 
seleccionada. Os desvios na intensidade relativa dos fluorócromos são detectados por 
um scanner e indicam perda ou ganho de material. O tratamento dos dados é feito 
informaticamente. A figura 11 esquematiza este procedimento.  
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Figura 11 – Procedimento seguido numa experiência de aCGH, representado de forma esquemática (adaptado 
de [74]) 
 
A resolução do aCGH é determinada pelo número e tamanho dos fragmentos usados 
na matriz e pela distância que os separa no genoma.  
A grande vantagem do CGH é poder detectar simultaneamente, num único ensaio, 
aneuploidias, delecções, duplicações, amplificações de qualquer locus representado 
no array, incluindo zonas intersticiais que não são cobertas por métodos mais dirigidos 
como o FISH ou o MLPA. Tem-se revelado uma ferramenta poderosa na investigação 
do atraso mental e das anomalias congénitas, tal como noutras áreas: um estudo de 
Schaffer e colaboradores detectou 11,9% de anomalias num conjunto de 8789 doentes 
com atraso mental idiopático [63]. Este estudo revelou igualmente que alterações 
intersticiais (não detectadas pelo T-FISH ou MLPA) em percentagem semelhante aos 
rearranjos subteloméricos. 
Deste modo, o aCGH vem projectar a Citogenética para um novo plano, ao combinar a 
natureza específica de locus da FISH com a perspectiva abrangente do bandeamento 
de alta resolução.  
O aCGH tem vindo a difundir-se gradualmente graças à versatilidade e abrangência de 
estudos que permite, existindo já diversas soluções comerciais. Apresenta ainda como 
maior desvantagem a necessidade de um investimento considerável, principal 
obstáculo à sua generalização na rotina. Adicionalmente, o número e resolução 
crescente dos estudos por aCGH revelam um número inesperado de variações no 
número de cópias em inúmeros loci, que se pensa na sua maior parte serem 
polimorfismos. A incerteza da interpretação deste tipo de achados no contexto do 
laboratório de rotina torna arriscada a sua utilização no aconselhamento genético. 
Muito embora o conhecimento adquirido sobre o genoma humano permita desenhar 
oligonucleótidos para virtualmente qualquer região que se pretenda incluir num array, 
os estudos funcionais são essenciais para uma adequada interpretação dos achados 
que esta metodologia desvenda.  
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3. OBJECTIVOS  
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3. Objectivos 
 
Pretende-se com o estudo proposto: 
 
1. Determinar a taxa de detecção de anomalias obtida com a metodologia de FISH e 
comparar com valores referidos na literatura. 
 
2. Discutir a importância da aplicação dos critérios clínicos de selecção por 
comparação com estudos publicados. 
 
3. Comentar os casos anormais a nível da relação genotipo-fenotipo e compará-los 
com casos idênticos descritos na literatura.   
 
4. Avaliar a aplicabilidade, vantagens e limitações desta metodologia, bem como a sua 
substituição por métodos moleculares alternativos, nomeadamente a MLPA.  
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4. MÉTODOS 
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4.1 DEFINIÇÃO DA POPULAÇÃO DE ESTUDO  
 
Foi feito o levantamento dos doentes com atraso mental idiopático referenciados para 
a Consulta de Genética do HSM-CHLN.  
Com a informação disponível sobre estes indivíduos foi feita uma sucinta 
caracterização clínica. Os critérios clínicos aplicados na sua selecção foram 
fundamentalmente a existência de atraso mental, acompanhado de pelo menos uma 
das características consideradas relevantes por DeVries [23]: história familiar de 
atraso mental, atraso de crescimento intrauterino (ACIU), micro ou macrocefalia, alta 
ou baixa estatura, dismorfias faciais, ou outras anomalias não faciais.  
Excluíram-se indivíduos com anomalias cromossómicas justificativas do fenótipo, com 
base no estudo do cariotipo, ou com diagnóstico de X-Frágil positivo (cuja pesquisa é 
frequente na investigação do atraso mental). Após análise dos dados clínicos, foi 
pedido o estudo de rearranjos subteloméricos.  
 
A pesquisa de Rearranjos Subteloméricos foi assim efectuada numa amostragem de 
197 indivíduos referenciados para a Consulta de Genética do HSM-CHLN, 88 do sexo 
feminino e 99 do sexo masculino, com idades entre os 2 meses e os 64 anos, à data 
do diagnóstico por FISH.  
 
 
4.2 CARIÓTIPO DE ALTA RESOLUÇÃO  
 
4.2.1 Culturas Sincronizadas e Não Sincronizadas de Linfócitos T 
 
Pretende-se a obtenção de células nos estadios de metafase ou prometafase para 
estudo citogenético. 
 
PROCEDIMENTO: 
 
A análise citogenética é efectuada a partir de amostras de sangue, colhidas em 
condições de assépsia, para um tubo contendo heparinato de sódio como anti-
coagulante. Todo o material é esterilizado.  
A partir de cada amostra de sangue, são preparadas duas culturas sincronizadas (A e 
B) e uma cultura não sincronizada (C) de linfócitos T em tubos de Leighton, numa 
câmara de fluxo laminar vertical, previamente desinfectada com algodão embebido em 
álcool etílico, a 70%.  
Os resíduos líquidos resultantes deste processo são acondicionados em contentores 
apropriados para posterior remoção por empresa especializada. Os materiais 
cortantes e perfurantes utilizados devem ser acondicionados num contentor para 
perfurantes para posterior incineração. Os restantes materiais utilizados devem ser 
acondicionados em saco de plástico próprio para o efeito. 
 
– Preparação das culturas sincronizadas, A e B: 
 
1) Adicionar a uma alíquota de meio de cultura algumas gotas de tampão HEPES, 
para induzir a neutralização do meio (cor salmão), 50μl de L-glutamina e, por fim, 
300μl de sangue periférico, previamente homogeneizado. Incubar 72h, numa estufa, a 
37ºC; 
 
2) De seguida, procede-se à paragem do ciclo celular em interfase (sincronização) 
através da adição de 100μl de timidina. Incubar na estufa, a 37ºC; 
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3) Após 18h de incubação, segue-se a reactivação do ciclo celular com 100μl de 
deoxicitidina. Incubar durante 4h, nas mesmas condições; 
 
4) Adicionar 100μl de Colcemid®, previamente agitada por inversão. Incubar 15 
minutos, a 37ºC, com uma posterior centrifugação a 15000 rpm, durante 5minutos. 
Retirar o sobrenadante cuidadosamente com uma pipeta de Pasteur. 
 
– Preparação da cultura não sincronizada, C: 
 
O procedimento de preparação de amostras não sincronizadas é semelhante ao de 
culturas sincronizadas, contudo dispensa os passos referentes à adição de timidina e 
deoxicitidina. A etapa referente à Colcemid® também apresenta diferenças:  
 
1) Adicionar 100μl de Colcemid®, com uma subsequente incubação de 45 minutos, na 
estufa a 37ºC. Centrifugar a amostra durante 5minutos, a 15000 rpm. Retirar o 
sobrenadante, cuidadosamente, com o apoio de uma pipeta de Pasteur.  
 
 
 
 
4.2.2 COLHEITA DE LINFÓCITOS E PREPARAÇÃO DE LÂMINAS 
 
Pretende-se com este procedimento obter uma suspensão final de células fixadas, na 
sua maioria em metafase ou prometafase. Através do processo de fixação, é removida 
a água do interior das células e a membrana celular é destruída. Para tal, utiliza-se 
geralmente, uma mistura de metano/ácido acético. A suspensão de células fixadas 
poderá ser armazenada a -20ºC para posterior utilização, ou espalhada em lâmina 
para lhe serem aplicados diversos tipos de coloração ou FISH. 
Todo o procedimento é efectuado numa câmara de fluxo laminar vertical para 
absorção de gases e vapores devido à toxicidade da mistura de fixação, utilizando 
bata, luvas e óculos de protecção para os olhos; 
 
PROCEDIMENTO: 
 
1) Depois da adição de Colcemid®, incubam-se as células na estufa, durante 15’, a 
37ºC. Centrifugar 5’, a 15000 rpm, aproveitando o pellet, cuidadosamente, de modo a 
evitar desperdícios; 
 
2) Efectuar uma ressuspensão sob agitação, num vórtex, com adição simultânea de 
KCl, previamente aquecido a 38ºC. A adição é efectuada lentamente, gota a gota com 
um esguicho. Depois das células estarem ressuspendidas, a adição faz-se mais 
rapidamente até que a suspensão atinja, aproximadamente, o limite do tubo. Fechar 
os tubos e homogeneizar por inversão. O objectivo deste passo é provocar a 
destruição dos eritrócitos e o choque hipotónico dos linfócitos T; 
 
3) Procede-se, novamente, a uma incubação de 16’, na estufa a 37ºC, seguindo-se 
uma centrifugação de 5’, a 15000 rpm. Decantar o sobrenadante; 
 
4) Após este passo, despreza-se novamente o sobrenadante. Adicionar solução FIX, 
previamente preparada à temperatura ambiente. A adição é efectuada de um modo 
semelhante à adição de KCl, contudo é efectuada por duas vezes ou mais, com 
centrifugação e decantação, nas mesmas condições, de forma a obter uma suspensão 
celular translúcida. A partir da segunda adição não é necessária agitação; 
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5) Após estes passos, as amostras permanecem, pelo menos, 30’ no congelador, a -
20ºC. Se for este o caso, é fundamental centrifugar as amostras, durante 5’, a 15000 
rpm, antes de se passar aos passos seguintes. Se as amostras ficarem várias horas 
no congelador, a suspensão celular sedimenta e o passo da centrifugação é 
dispensado; 
 
6) O sobrenadante é rejeitado e, de seguida, efectua-se a homogeneização do 
sedimento com algumas gotas de FIX com o apoio de uma pipeta de Pasteur; 
 
7) Com a mesma pipeta, procede-se ao espalhamento de uma a duas gotas na 
superfície menos baça, de uma lâmina previamente bafejada. Adicionar 2 a 3 gotas de 
solução FIX por cima das anteriores. 
 
O espalhamento requer condições de temperatura e humidade apropriadas 
(temperatura aproximadamente 22º - 23ºC e humidade cerca de 45% e 55%). Quanto 
mais humidade, maior é o rebentamento das células e quanto mais seco estiver o 
ambiente, menos espalhadas se obtêm as metafases. Por outro lado, quanto maior for 
a altura do espalhamento, mais distendidos ficam os cromossomas e quanto mais 
baixa, mais condensados.  
 
8) Secar as lâminas à temperatura ambiente, e identificá-las relativamente ao tipo de 
cultura (A, B ou C), número da lâmina (A1, A2, etc.) e ao número do caso; 
 
9) As lâminas são, depois, visualizadas num microscópio de contraste de fase, de 
modo a efectuar uma avaliação relativa à qualidade das metafases. Este passo é 
relevante para ajustar as condições de espalhamento, para que os cromossomas 
fiquem menos ou mais espalhados, ou para diluir ou não o sedimento em FIX, 
consoante a densidade de núcleos; 
 
10) Segue-se o envelhecimento das lâminas durante 2h e 45’, na estufa a 90ºC. 
 
4.2.3. BANDEAMENTO G 
 
Como já foi referido, o Bandeamento ou Coloração G consiste numa técnica de 
coloração que permite o bandeamento dos cromossomas na sua totalidade, permitindo 
a identificação de todos os cromossomas, a partir da obtenção de um padrão de 
bandas específico para cada um deles. O estudo subsequente do cariotipo visa a 
detecção de alterações numéricas, mosaicismos e anomalias estruturais. 
 
PROCEDIMENTO: 
 
1) Mergulhar as lâminas numa solução de tripsina contida num copo de Coplin, 
durante 8-13 min, à temperatura ambiente. Efectuar a lavagem das lâminas em 
tampão Sorensen e, finalmente, proceder à coloração através da adição da solução de 
corante Leishman, numa duração de, aproximadamente, 2’’. Remover o excesso de 
corante através da passagem das lâminas em água corrente; 
 
2) Depois de as lâminas estarem secas, à temperatura ambiente, segue-se a 
montagem, que é feita através da colagem de uma lamela em cada lâmina, com resina 
Entellan. Após estes passos visualizam-se as lâminas ao microscópio óptico, para 
controlar o tempo de tripsinização e de coloração, de modo a criar um compromisso 
entre cromossomas bem corados, com bandas bem definidas; 
 
3) A análise baseia-se na contagem de, pelo menos, 20 metafases e no estudo 
pormenorizado de cinco ou mais metafases, de culturas diferentes, para descartar 
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erros de origem cultural. A análise cromossómica por bandeamento G consiste na 
observação do padrão de bandas com base na nomenclatura ISCN 2005. Esta análise 
deve ser sempre efectuada por dois profissionais, de acordo com directrizes 
internacionais de controlo de qualidade. 
 
4.2.4 Coloração CBL 
 
A coloração CBL é utilizada sobre preparações de metafases sempre que persistam 
dúvidas em zonas de heterocromatina constitutiva, para confirmação de polimorfismos 
cromossómicos: 
 
1) Após o envelhecimento das lâminas, é necessário mergulhá-las num copo de Coplin 
com HCl 0,1N durante 1hora. Após meia hora, preparar um banho de, 
aproximadamente, 62,5ºC. Filtrar uma solução de Ba(OH)2 para um copo de Coplin. 
Lavar as lâminas em água destilada; 
 
2) Mergulhá-las na solução de Ba(OH)2 cerca de 6 a 8’. Efectuar uma lavagem 
vigorosa das lâminas com água destilada de modo a remover os cristais de Ba(OH)2; 
 
3) Mergulhar as lâminas numa solução de 2XSSC, no banho previamente preparado, 
durante 1hora. Lavar novamente com água destilada; 
 
4) Proceder à coloração com uma solução de Leishman, semelhante à utilizada no 
Bandeamento G, durante 8’. Remover o excesso de corante com água corrente; 
 
5) Quando as lâminas estiverem secas, realiza-se a montagem colando uma lamela 
em cada lâmina, com Entellan; 
 
6) Observar as lâminas ao microscópio óptico. 
 
 
4.3 HIBRIDAÇÃO IN SITU POR FLUORESCÊNCIA – Regiões Subteloméricas 
(FISH-T) 
 
O objectivo do seguinte procedimento é a hibridação entre uma preparação em lâmina 
contendo metafases da amostra e fragmentos de ácidos nucleicos complementares às 
regiões subteloméricas. Passa por 3 etapas fundamentais: i) pré-tratamento da 
amostra, com pepsina e detergentes, para permeabilizar a membrana nuclear, eliminar 
restos celulares e desnaturar proteínas conformacionais, com a finalidade de aumentar 
a eficiência de hibridação das sondas; ii) co-desnaturação das cadeias de DNA 
presentes na amostra e na sonda fluorescente, por acção térmica e do formaldeído; iii) 
lavagens de estringência, com soluções de diferentes concentrações salinas, com o 
objectivo de remover hibridações inespecíficas.   
A observação ao microscópio de fluorescência é realizada após contraste, utilizando 
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindolo). É possível a detecção simultânea dos sinais 
referentes às sondas e a localização da sonda no cromossoma alvo. 
 
PROCEDIMENTO: 
 
4.3.1. Pré-tratamento 
 
1) Após o espalhamento e envelhecimento das lâminas (passos 6 a 10 de 4.2.2), é 
necessário observá-las num microscópio de contraste de fase, com o intuito de 
escolher zonas de hibridação, com base no número e qualidade das metafases 
obtidas. Assinalar as zonas seleccionadas com uma caneta de ponta de diamante; 
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2) Mergulhar as lâminas num copo de Coplin com 2XSSC durante 10’, num banho de 
37ºC; 
 
3) Incubar as lâminas, 15’, num copo de Coplin com 39mL de PBS e 1mL de 
formaldeído 37%. Lavar em PBS, durante 5’; 
 
4) Efectuar uma incubação numa solução de pepsina em HCl 0.01N, a 37ºC durante 
13’. Lavar novamente em PBS, durante 5’; 
 
5) Realizar uma desidratação em série das lâminas, através da passagem em etanol a 
70, 75 e 100%, durante 1’ em cada um deles. 
 
4.3.2. Hibridação - (Passos sensíveis à luz) 
 
1) Adicionar 1μl de sonda (ToTelVysion©), em cada zona de hibridação. Colocar uma 
lamela na superfície de cada zona de hibridação e aguardar que esta se cole à lâmina 
por capilaridade. Selar as lamelas com cola vulcanizante; 
 
2) Incubar as lâminas numa placa de cerâmica no interior de uma estufa a 75ºC, 
durante 6’; 
 
3) Colocar as lâminas numa câmara húmida, dentro da estufa, a 37ºC, overnight. 
 
 
4.3.3. Lavagens de Estringência (Passos sensíveis à luz) 
 
1) Antes de se proceder às lavagens de estringência, é necessário retirar a película de 
cola, juntamente com as lamelas, cuidadosamente, de modo a evitar arrastamento do 
material nuclear, com o apoio de uma pinça; 
 
2) Mergulhar as lâminas numa solução de 0.4 SSC/0.3% NP-40, num banho de 72 ± 
1ºC. Primeiro agitar as lâminas 3 vezes dentro da solução, depois deixá-las em 
repouso durante 1’; 
 
3) De seguida, efectuar o mesmo procedimento numa solução de 2X SSC/0.1% NP-
40, à temperatura ambiente; 
 
4) Aplicar 2μl de DAPI em cada área de hibridação e cobrir a lâmina com uma lamela 
de 24x66mm; 
 
5) Visualizar as lâminas num microscópio de fluorescência, com filtros específicos para 
os fluorocromos TRITC e FITC e efectuar a captura das imagens através de uma 
câmara. O tratamento dos dados é realizado através do software CytoVysion 3.7. 
Analisar 5 metafases, no mínimo para cada mistura. Aquando a detecção de um 
possível rearranjo subtelomérico, efectuar a análise de mais do que 10 interfases e 10 
metafases.  
No caso de as lâminas não serem visualizadas a seguir ao procedimento, estas 
poderão ser guardadas no frigorífico, a 4ºC, protegidas da luz. 
 
As sondas específicas para os subtelómeros de cada braço cromossómico são 
hibridadas segundo várias combinações, duas a duas. A descrição das sondas é 
apresentada em detalhe no anexo IV [76]. 
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Mistura 1:  
1p; 1q ; Xp/Yp 
Mistura 2:  
2p; 2q, Xq/Yq 
Mistura 3:  
3p; 3q; 22q 
Mistura 4:  
4p; 4q; 21 q 
Mistura 5:  
5p; 5q 
Mistura 6:  
6p; 6q; 13q 
Mistura 7:  
7p; 7q; 14q 
Mistura 8:  
8p; 8q; 17p 
Mistura 9:  
9p; 9q; 17q 
Mistura 10: 
10p; 10q; 15q
Mistura 11:  
11p; 11q; 18p 
Mistura 12: 
12p; 12q; 18q 
Mistura 13: 
16p; 16q 
Mistura 14: 
19p; 19q 
Mistura 15: 
20p; 20q 
 
Tabela 3 – Resumo da combinação de sondas fornecidas nas misturas ToTelVysionTM (em detalhe no Anexo IV). 
 
 
 
4.4 MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION – regiões 
subteloméricas 
 
A MLPA é efectuada segundo o protocolo fornecido com os kits comerciais, tendo-se 
usado a mistura P070 que contém pares de fragmentos complementares a todas as 
regiões subteloméricas. O kit contém também sequências proximais dos braços longos 
dos cromossomas acrocêntricos que são usados como “falsos braços curtos”. O 
procedimento ocorre essencialmente em três passos, ao longo de dois dias, já 
explicado em maior detalhe na Introdução: a hibridação entre as sondas/primers 
fornecidos e a sequência alvo; a ligação entre cada par de sondas/primers hibridados, 
que dá origem a um fragmento complementar à região alvo; amplificação deste 
fragmento por PCR para posterior separação por tamanhos.  
Os DNAs dos doentes e controlos provêem do repositório do Serviço de Genética do 
HSM-CHLN, encontrando-se já extraídos e quantificados a datas diferentes e por 
diferentes entidades, usando métodos comerciais de extracção automática e de 
extracção em coluna. 
 
PROCEDIMENTO: 
 
4.4.1 Hibridação 
 
1) Diluir a amostra de DNA em TE para 5 microlitros volume final (entre 50 e 200 ng 
final) num tubo de PCR 200, dentro do termociclador; 
 
2) Desnaturar 5 minutos a 98ºC; deixar arrefecer a 25ºC antes de abrir o 
termociclador; 
 
3) Adicionar a cada tubo 1,5 µl de Salsa Probe mix e 1,5 µl de MLPA buffer, 
misturando bem com a pipeta; 
 
4) Desnaturar novamente durante 1 minuto a 95ºC; 
 
5) Incubar 16h a 60ºC. 
 
4.4.2 Ligação  
 
6) Preparar a mistura de ligase em função do número de amostras e controlos: 3 µl 
Ligase Buffer A + 3 µl Ligase buffer B + 25 µl Água + 1µl de Ligase 65. Misturar 
novamente e manter no gelo; 
 
7) Reduzir a temperatura das amostras a 54ºC e adicionar 32 µl da mistura de ligase 
preparada anteriormente a cada amostra. Misturar bem; 
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8) Incubar 15 minutos a 54ºC e inactivar a ligase a 98ºC durante 5 minutos. 
 
4.4.3 Amplificação 
 
9) Preparar mistura da polimerase em função do número de amostras e controlos: 2µl 
SALSA PCR-primers + 2µl SALSA Enzyme dilution buffer + 5,5µl água+ 0,5µl SALSA 
polimerase. Misturar bem e manter no gelo; 
 
10) Colocar em novos tubos: 4µl SALSA PCR buffer (tampa vermelha) + 26µl Água + 
10µl da reacção de ligação anterior e manter a 60ºC no termociclador; 
 
11) Adicionar 10µl de mistura de polimerase a cada tubo e iniciar imediatamente a 
reacção de PCR: 
 
 
 
 
 
 
 
 
20’ 72ºC 
 
 
4.4.4 Separação dos fragmentos por Electroforese capilar 
 
O aparelho para electroforese capilar não existe no Laboratório de Genética do HSM-
CHLN, pelo que a separação dos fragmentos foi realizada pela Unidade de 
Laboratorial de Utilização Comum do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge.  
Os tubos contendo os fragmentos amplificados foram transportados no frio e ao abrigo 
da luz, pois as sondas estão marcadas com fluorescência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30’’ 95ºC 
30’’ 60ºC 
60’’ 72ºC 
 
35 ciclos 
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5. RESULTADOS 
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5.1 DEFINIÇÃO DA POPULAÇÃO DE ESTUDO 
 
A pesquisa de Rearranjos Subteloméricos foi efectuada numa amostragem de 197 
indivíduos, 88 do sexo feminino e 99 do sexo masculino, com idades entre os 2 meses 
e os 64 anos, à data do diagnóstico por FISH. Os respectivos cariotipos foram 
considerados normais (ou não justificativos do fenótipo). 
Foram recolhidos os dados clínicos destes doentes e compilada a informação relativa 
aos critérios enumerados por DeVries.  
É de referir que sendo este um trabalho de índole laboratorial, a caracterização se 
baseou unicamente nos registos clínicos existentes, tendo um valor meramente 
indicativo. Estes dados encontram-se reunidos no Anexo VI. 
Do levantamento conclui-se que: 
a) Em 35 dos 197 doentes (17,8%) não foi possível obter dados clínicos para o 
levantamento, pelo que não é possível definir os critérios adoptados; 
b) 9 dos 162 doentes (5,6%) com informação clínica disponível não reuniam 
critérios indicativos para rastreio, para além do atraso mental/ défice cognitivo; 
c) 153 (77,7%) dos 197 doentes apresentavam seguramente indicação para o 
rastreio, e todos os casos anormais se incluem neste grupo.  
 
Assim sendo, a taxa de detecção de casos anormais foi de 3,5% (7 em 197) na 
totalidade dos doentes estudados, mas seria de 4,56% (7 em 153) se apenas se 
tivessem incluído no estudo os doentes que reuniam informação clínica relevante. 
 
5.2. ESTUDO CROMOSSÓMICO  
Numa primeira fase foi efectuado o cariotipo de todos os indivíduos referenciados para 
a Consulta do Serviço de Genética do HSM-CHLN por atraso mental idiopático, com 
ou sem outras alterações fenotípicas. Foi realizado o estudo cromossómico a todos 
estes doentes, recorrendo ao bandeamento GTL de alta resolução, bem como a 
colorações CBL ou NOR sempre que necessário.  
Na fig. 12 apresenta-se um exemplo de cariotipo considerado normal, de acordo com 
os parâmetros estabelecidos, semelhante ao observado nos doentes incluídos no 
estudo. 
 
 
 Figura 12 – Cromossomas em metafase corados por GTL, proveniente de linfócitos 
cultivados de um indivíduo do sexo masculino (à esq.); cariotipo do indivíduo, a partir da 
mesma metafase (à direita). 
 
 
Esta fase foi fundamental para a escolha da população de estudo, pois um dos pré-
requisitos para o estudo com sondas subteloméricas é um resultado de cariotipo 
normal, tendo em conta um grau de resolução de 550 bandas ou mais.  
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Como termo de comparação, apresenta-se na Figura 13 uma imagem retirada do 
catálogo ISCN 2005 exibindo a qualidade desejável. 
 
Figura 13 – Cariotipo com resolução superior a 550 bandas (fonte: ISCN 2005 [68]) 
 
 
Aqueles doentes nos quais se detectaram anomalias citogenéticas foram excluídos do 
presente estudo, tendo a caracterização das anomalias encontradas sido traduzida de 
acordo com a nomenclatura ISCN 2005 (ou ISCN 1995 no caso dos doentes de 2004). 
Apresentam-se de seguida dois casos excluídos do rastreio de alterações 
subteloméricas, por apresentarem alterações que embora subtis, são vísiveis por 
citogenética convencional, respectivamente: 
1. Delecção terminal do braço curto do cromossoma 1 46,XY,del(1)(p36.22)dn 
 
 
 
Figura 14 – Metafase de del(1)(p36.22), em que se encontram assinalados os dois 
cromossomas 1, a vermelho o cromossoma alterado (à esq.); cariotipo correspondente à 
mesma metafase, com a delecção assinalada (ao centro) e respectivo detalhe (à direita). 
 
Verificou-se que esta delecção apareceu de novo, pois os pais do doente foram 
estudados, apresentando cariotipo normal.  
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2. Delecção terminal do braço longo do cromossoma 14  
46,XY, del(14)(q32.3).ish del(14)(q32.33q32.33)(sts-X58399-) 
           
Figura 15 – Cariotipo de um indivíduo apresentando um delecção terminal do braço 
longo do cromossoma 14 
 
 
No caso deste doente, a delecção foi confirmada por FISH, usando para o efeito uma 
sonda de sequência única para a região terminal (X58399). Apenas a mãe 
compareceu à convocatória de estudo familiar, pelo que não foi descartada a 
possibilidade de se tratar de um rearranjo herdado.  
 
Ambos os doentes foram encaminhados para Consulta de Aconselhamento Genético 
do CHLN-HSM, mas não para o rastreio de rearranjos subteloméricos, uma vez que as 
características fenotípicas apresentadas estão muito provavelmente relacionadas com 
a anomalia detectada. 
 
 
4.3. RASTREIO DE REARRANJOS SUBTELOMÉRICOS 
 
 Através da aplicação da metodologia de FISH-T à população seleccionada em 4.1, 
foram encontradas no total 7 anomalias subteloméricas (3,5%), entre as quais 2 
delecções (1%), 5 cromossomas derivados (2,5%) originados a partir de translocações 
familiares herdadas de forma desequilibrada, e nenhuma duplicação (0%). 
As anomalias detectadas são de seguida apresentadas num quadro sinóptico, com a 
respectiva nomenclatura ISCN. 
 
Caso Nomenclatura ISCN Herança Características clínicas 
1 ish der(21)t(20;21)(qter+;qter-)pat Familiar História familiar; hipoplasia do 
cerebelo e estenose pulmonar; 
ligeiras dismorfias faciais ; 
afastamento mamilar, onfalocelo, 
cifose, macroorquidia, anomalias do 
pés.  
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2 ish der(1)t(1;X)(pter-;qter+)dn De novo Microcefalia, disgenesia do corpo 
caloso,   
Crânio assimétrico e plagiocefalia; 
ligeira hipoplasia da base e asas do 
nariz, nariz ligeiramente pinçado; 
anomalias das orelhas. 
3 ish der(21)t(19;21)(qter+;qter-)pat Familiar Microcefalia, ligeiras dismorfias 
faciais, incluindo hipertelorismo; 
orelhas rodadas posteriormente de 
baixa implantação; anomalias das 
mãos e pés; displasia valvular 
pulmonar. 
4 e 5 ish del(15)(qter)(D15S936-)mat 
 
Familiar Atraso mental ligeiro. Baixa 
estatura proporcionada com 
dismorfias faciais ligeiras (fronte 
alta, bico de viúva, sobrancelhas 
arqueadas, base do nariz larga). 
Mãos pequenas com  clinodactilia  
A mãe da criança (32 anos), 
portadora da delecção, apresentava 
características semelhantes, 
incluindo o atraso mental ligeiro.  
Ambos apresentam uma 
distribuição anormal de gordura 
abdominal. 
6 ish der(1) t(1;2)(pter-,qter+)del(1)(pter) 
(CEB108/T7-) 
 
Em 
estudo 
ADPM importante. Obesidade, 
estereotipias, autoagressão. Alta 
estatura (P97) 
7 ish der(15)t(12 ;15)(pter+ ;qter-) Em 
estudo 
Ligeiras dismorfias faciais : 
epicanto, asas do nariz 
hipoplásicas, olhos inclinados para 
baixo e para fora, lábio superior 
fino. Cardiopatia. Baixa estatura 
(<<P5) e perímetro cefálico 
acompanha a estatura (<<P5). 
Hiperlaxidez articular.  
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4.3.1 DESCRIÇÃO DOS ACHADOS ANORMAIS 
 
CASO 1 
ish der(21)t(20;21)(qter-, qter+)pat 
 
O estudo revelou um cromossoma derivado de uma translocação recíproca entre as 
regiões subteloméricas do braço longo de um dos cromossomas 20 e 21 
respectivamente, com a consequente monossomia parcial de 21qter e trissomia parcial 
de 20qter (Fig 16). O estudo familiar revelou a presença da translocação equilibrada, 
herdada por via paterna, nas duas gerações anteriores ao caso índice. 
 
 
 
 
Figura 16 – Imagens de FISH correspondentes à translocação familiar ish 
t(20;21)(qtel;qtel). A seta branca corresponde à região assinalada pela sonda TelVysion© 
21qter (Vysis) do cromossoma 21 normal e a seta amarela indica a região 21qter no 
cromossoma 20 translocado. 
 
 
Trata-se assim de um caso familiar, em que parte da família já tinha estudo anterior 
noutro laboratório, e apenas este doente, 
um tio paterno e avós paternos foram 
estudados no Laboratório de Genética do 
HSM-CHLN. Os estudos feitos nesta familía 
são resumidos na árvore genealógica da 
Fig. 17. 
 
Figura 17 – Árvore genealógica da doente, 
onde se incluem os familiares estudados e 
se indicam a negro os indivíduos portadores 
de anomalia.  
 
 
Der 20;21 
cr 21 
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CASO 2 
ish der(1)t(1;X/Y)(pter-, qter+)dn 
Neste caso observou-se que um dos cromossomas 1 é um derivado por translocação 
de material de um braço longo de um cromossoma sexual (na mistura 2 não se 
distingue uma sequência da outra, ambas estão marcadas a amarelo) – Fig 18 –, 
embora não se tenha verificado qualquer rearranjo nos progenitores. Para 
esclarecimento da origem do material excedentário foi necessário testar o doente com 
outra sonda, visto que a sonda para os cromossomas sexuais não permite distinguir 
entre Xqter e Yqter. Assim sendo verifica-se monossomia parcial da região 1pter e 
trissomia parcial da zona Xqter.  
 
 
 
Figura 18 – Imagens de T-FISH do Caso 1: O achado é visualizado nos poços 1 e 2 : 
como um sinal verde ausente no cromossoma 1 (a) - poço/mistura 1; e como um sinal 
amarelo localizado em 1p correspondente a Xqtl/Yqtel (b) no poço/mistura 2, é possível 
visualizar o sinal amarelado no cromossoma 1p relativo à zona qtel de um dos 
cromossomas sexuais (seta amarela); os sinais evidenciados pelos cromossomas 2, X e 
Y são os esperados. 
 
Na figura 19 encontra-se representada a região cromossómica onde a sonda usada 
hibrida. Na região abrangida pela sonda encontra-se o gene AJAP, que codifica a 
proteína Shrew-1. Alguns estudos indicam que esta proteína terá um papel supressor 
de tumor, por regulação negativa da migração e adesão celular [25]; a região 
cromossómica 1p36 vem sendo estudada quanto à presença de genes supressores de 
tumor, devido à perda de heterozigotia observada em neuroblastomas, 
oligodendrogliomas e astrocitomas.   
 
 
Figura 19 – Representação na base de dados Ensembl da parte da região do 
cromossoma 1 correspondente à sonda utilizada (1º troço a vermelho), onde se localiza 
o gene AJAP (SHREW1). 
 
a 
der 1
Cr 2
Cr 2 
Y
X 
b
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Até à data, não foi possível delimitar a extensão da delecção neste doente, mas 
certamente abrangerá uma região muito maior do que a representada na Fig.8, dada a 
severidade do fenótipo e compatibilidade com o Síndrome de Delecção de 1p36 (no 
qual curiosamente não parece haver associado risco de neoplasia). Assim sendo, 
estarão envolvidos um maior número de genes.  
 
CASO 3 
ish der(21)t(19;21)(qter+, qter-) 
 
Neste caso observou-se que um dos cromossomas 21 é na realidade um derivado por 
translocação de material do 19q para a extremidade de 21q, da qual resulta trissomia 
parcial do 19qter e monossomia parcial de 21qter, tal como está ilustrado pela Fig. 20.  
 
 
Figura 20 – Imagens de FISH-T do caso 1: O achado é visualizado em dois poços: como 
um sinal verde excedentário no cromossoma 21 que corresponde a 19qter (a) 
poço/mistura 14; e como um sinal amarelo ausente correspondente a 21qter (b) no 
poço/mistura 4.  
 
 
A zona excedentária corresponde ao clone D19S238E da região 19q13.43 (58868295-
58868401 bp), onde, conforme se pode observar na Figura 21, se localiza um gene 
codificante para a proteína/gene ZNF497. Trata-se de uma zinc finger protein, 
designação que remete para a sua estrutura de ligação a outras moléculas envolvendo 
o ião Zn2+. Este grupo de proteínas é muito vasto e as suas funções variadas, 
incluindo, por exemplo, factores de transcrição. Algumas têm assim um papel na 
regulação génica, podendo estar envolvidas em cadeias mais complexas de eventos 
na célula, influenciando a adesão celular, o desenvolvimento e a diferenciação.   
A zona triplicada poderá não se limitar ao tamanho da sonda usada, mas ser mais 
extensa. Dado que o cromossoma 19 é de todos, o que apresenta maior densidade 
genica [32], a delimitação da zona efectivamente triplicada traria certamente muitos 
outros genes à discussão.  
Por outro lado, a delecção da região subtelomérica de 21q vem adicionar-se aos 
efeitos da trissomia parcial do 19qter, dificultando a distinção entre ambos.  
 
 
 
 
 
a b 
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Figura 21 – Região abrangida pela sonda utilizada no estudo (situada entre 58,868295 e 
58, 868401 Mb) e resultante da simulação efectuada no site www.ensembl.org , com 
referência ao gene ZNF497. 
 
As observações levaram ao estudo dos pais, tendo-
se verificado que se tratava de uma anomalia familiar 
(Fig.22), uma vez que o pai da doente era portador 
de uma translocação equilibrada entre os 
cromossomas 19 e 21 - ish t(19;21)(qter+;qter-). 
 
Figura 22 – Árvore genealógica da doente, onde se 
referem os familiares estudados e se indicam a negro 
os indivíduos portadores de anomalia.  
 
 
CASOS 4 e 5 
ish del(15)(qter)(D15S936-)mat e ish del(15)(qter)(D15S936-) 
 
Neste caso foi detectada uma delecção pura da região terminal do braço longo do 15, 
por ausência do sinal da sonda correspondente ao fragmento D15S936. Para 
prossecução do estudo foi pedida amostra dos pais, revelando a mãe do doente a 
mesma anomalia, acompanhada também de fenótipo semelhante (embora um pouco 
mais atenuado). 
15
15
 
Figura 23 – Delecção em 15qter, revelada por ausência do sinal amarelo no local 
indicado pela seta, e visível no cromossoma 15 normal. 
 
Del15
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No presente caso foi feita uma tentativa de delimitar o ponto de quebra, usando para 
tal sondas em regiões adjacentes, entre 15q26.2 e 15q26.3, nomeadamente RP11-
185D5, RP11-9B21 e RP11-90E5, verificando-se que as duas primeiras se 
encontravam presentes, mas a última estava ausente. O ponto de quebra situar-se-á 
entre RP11-9B21 (96,6 Mb) e RP11-90E5 (98,45Mb), zona onde se encontra o gene 
IGF1R, assinalado na Fig 24.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24 – Representação na base de dados Ensembl (www.ensembl.org) do ponto de 
quebra encontrado no caso 3, por hibridação sucessiva de sondas próximas; a sonda 
deleccionada e o gene IGF1R encontram-se assinalados. 
 
Este gene codifica o receptor do Factor de Crescimento Análogo da Insulina (insulin-
like growth factor receptor 1), a que se liga o factor de crescimento IGF1, cuja função é 
maioritariamente anabólica, promovendo o crescimento muscular e ósseo, a produção 
de tecido conjuntivo e reparação de cartilagem.  
Sabe-se que as deficiências na ligação ao IGFR-1 impedem a resposta à hormona do 
crescimento (é esta hormona que regula a produção do IGF1 pelo fígado)  
 
CASO 6 
ish der(1) t(1;2)(pter-,qter+)del(1)(pter) (CEB108/T7-) 
 
Este caso apresenta um cromossoma 1 derivado contendo a região 2qter em vez de 
1pter, e um cromossoma 2 sem a zona subtelomérica do braço longo, dos quais 
resulta na globalidade uma monossomia de 1pter, ilustrada na Fig 25-b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25 – Imagens de FISH relativas a inserção de 2qter em 1pter:a) Sinal 2q (vermelho) 
localizado em 1p; b) sinal de 1p ausente no cromossoma 1 derivado. 
RP11-9B21 RP11-90E5
+ _
cr 1
del 1
X
Y
.
der1
X
cr 2
del2
Y
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Neste caso não se trata de um caso típico de cromossoma derivado por translocação: 
poderá tratar-se de uma translocação 1pter/2qter, seguida de delecção da região 1p 
translocada; ou de inserção de material do cromossoma 2 em 1, com delecção de 
1pter. Embora no total se trate de uma delecção de 1pter, o facto de 2qter se localizar 
no derivado não descarta eventual perda de material do cromossoma 2 ou possíveis 
efeitos posicionais dos genes localizados na sua vizinhança. 
Prosseguem estudos adicionais de FISH e estudo aos pais para elucidação do 
mecanismo subjacente. 
 
CASO 7 
ish der(15)t(12 ;15)(pter-;qter+) ou   
ish der(15)t(12 ;15)(p13.33;q26.3)(8M16/SP6+;D15S936-) 
 
Este doente apresenta um cromossoma derivado de translocação entre a região 
subtelomérica do braço curto do cromossoma 12 e a região subtelomérica de 15qter, 
do que resulta monossomia parcial do 15qtel (Fig. 26-a) e trissomia parcial de 12ptel 
(Fig. 26-b).  
 
 
 
Figura 26 – Imagens de FISH correspondentes à delecção de 15qter: à esquerda, a) 
ausência de sinal num dos cromossomas 15, visualizado no poço 7 (seta amarela); à 
direita, b) sinal extra no poço 12 relativamente a 12pter presente em 15qter (seta 
amarela); 
 
A região deleccionada é semelhante à encontrada nos casos 3 e 4, embora em termos 
de fenótipo se venha juntar o efeito imputável à cópia excedentária de 12pter. A 
delimitação da região ausente deverá ser feita para cruzar a informação com os casos 
anteriores, no sentido de relacionar fenótipos e o possível envolvimento do gene 
IGF1R. 
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5.3.2 MLPA – RESULTADOS PRELIMINARES 
 
A fim de iniciar a substituição do rastreio de doentes com atraso mental usando FISH 
por um método alternativo, foram testados 13 doentes com resultado de FISH contra 3 
indivíduos controlo (indivíduos normais, sem fenótipo relevante).  
Na tabela que se segue descrevem-se as amostras utilizadas e resumem-se os 
resultados obtidos 
 
 
Código Lab Identificação 
[DNA] 
ng/μl 
Vol DNA 
μl FISH MLPA 
      
978 Controlo XY 35 4 N N 
ROS Controlo XX 61,5 2,5 N N 
TM Controlo XX 65 2,5 N N 
116 079-07 42,4 2,5 1q- 1q- 
159 273-04 100 1,5 20p+21q- 21q+ (4q-5q-borderline) 
222 514-05 48,3 2,5 N N 
272 523-06 35 4 N N 
625 318-08 64,3 2,5 N N 
628 089-09 58,7 2,5 del1p 1p- (der1) 
633 336-08 30,5 4 N N 
719 559-08 63 2,5 N N 
772 653-08 71 2,5 14q- 14q- 
782 676-08 148 1 N acro “15p+,21p+" 
797 358-08 25 4 N N 
868 550-08 90 1,5 N n.a. 
974 259-09  121 1 N N 
 
Tabela 4 – Indivíduos seleccionados para teste por MLPA P070 (mistura sondas 
subteloméricas); as discrepâncias com os achados de FISH encontram-se assinaladas a 
amarelo. (n.a. não aplicável; N resultado normal) 
 
Apresentam-se de seguida os resultados relativos a esta experiência, sob a forma de 
gráfico produzido pelo sequenciador automático para cada amostra injectada: os 
fragmentos produzidos pelas reacções de MLPA são separados por electroforese 
capilar de acordo com o seu tamanho, e são representados por picos de fluorescência. 
Para cada mistura de sondas, que corresponde a uma reacção MLPA existe um 
conjunto de fragmentos esperados (Anexo V). 
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Figura 27 – Electroforamas relativos à separação dos fragmentos produzidos pela MLPA 
P070 relativamente a cada uma das amostras (identificadas no canto superior esquerdo 
de cada gráfico): nas ordenadas a intensidade de fluorescência, nas abcissas o tamanho 
Rearranjos Subteloméricos em Doentes com Atraso Mental Idiopático FCUL-DQB 2009 
  Pág. 50 
do fragmento em bp. As setas indicam situações a notar: laranja- corrida de padrão 
anómalo; castanho – diminuição da intensidade de fluorescência nos fragmentos 
maiores; azul forte – controlo interno de DNA (fragmentos Q); branco: controlos internos 
de desnaturação (fragmentos D). 
 
 
As áreas de cada pico calculadas pelo aparelho são exportadas para um ficheiro Excel 
e os dados foram tratados em folhas de cálculo elaboradas para cada mistura 
comercial (no nosso caso, cedidas pela Drª Letizia Peña – Genycell, Espanha). O 
tratamento consiste essencialmente na normalização dos picos intracorrida, através da 
divisão da área de cada pico pela média das áreas de todos os picos da mesma 
amostra. As áreas normalizadas calculadas para cada fragmento esperado são então 
divididas pela média da área do pico correspondente nos controlos. Á razão obtida 
aplica-se um cut-off para determinar os fragmentos presentes em quantidade anormal, 
1:2 ou 3:2. Se a razão entre a altura do pico da amostra e a altura média dos picos dos 
controlos for superior a 1,3 ou inferior a 0,7, considera-se que há respectivamente, 
duplicação ou delecção do fragmento correspondente. 
Apresentam-se de seguida os gráficos resultantes do tratamento dos dados, com as 
razões obtidas para cada fragmento, em cada amostra:  
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Amostra 772 – 14q- 
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Amostra 974 
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Figura 28 – Representação gráfica das áreas (tratadas) dos picos relativos a cada região 
subtelomérica testada com o conjunto de sondas MLPA P070. As setas laranja indicam 
desvios do cut-off  0,7 – 1,3, ou seja desequilíbrios do número de cópias presente. 
 
Enquanto os gráficos finais resultantes do tratamento de dados (Fig.28) confirmam ou 
infirmam os resultados obtidos por FISH, os electroforetogramas da Fig 27 revelam 
alguns aspectos que necessitam ser melhorados a nível técnico. A presença de 
corridas de padrão anómalo (amostra 159), e a diminuição marcada de fluorescência 
relativa aos fragmentos mais longos traduzem respectivamente, heterogeneidade na 
qualidade das amostras e deficiências nas condições da electroforese capilar 
(possivelmente devido a um tempo de injecção demasiado curto ou outro problema do 
capilar). É de notar também que o padrão dos controlos internos da reacção é o 
esperado: fragmentos Q só são visíveis quando a quantidade de DNA é insuficiente, e 
Fragmentos D apresentam uma altura semelhante aos picos a analisar, indicando que 
o passo de desnaturação foi bem sucedido. 
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6. DISCUSSÃO 
 
O presente estudo teve como principal objectivo a pesquisa e identificação de 
rearranjos nas regiões subteloméricas dos cromossomas não detectáveis por 
citogenética convencional, em indivíduos com quadro de atraso mental associado a 
anomalias congénitas.  
Utilizou-se a casuística do laboratório de Genética do HSM-CHLN para determinar a 
taxa de detecção destes rearranjos por FISH-T, relacioná-la com os critérios de 
selecção dos doentes a rastrear, discutir vantagens e desvantagens desta metodologia 
e ponderar a introdução de um método alternativo, nomeadamente o MLPA, do qual 
se apresentam resultados preliminares. Comentam-se igualmente os casos anormais 
encontrados.  
 
A percentagem de anomalias cromossómicas detectadas, no geral, é maior quando se 
seleccionam grupos de doentes tomando em consideração o grau de atraso mental e 
a presença de dismorfias bem como de outras anomalias congénitas [23].  
As observações feitas na última década sugerem que as regiões subteloméricas dos 
cromossomas são mais propensas a rearranjos crípticos, possivelmente devido a 
características estruturais e à elevada taxa de recombinação dos telómeros [39]. Na 
realidade os dois factores estão relacionados entre si, pois a homologia entre os 
domínios subteloméricos é elevada, o que por sua vez poderá explicar a elevada taxa 
de recombinação. A decorrente instabilidade cromossómica atribui a predisposição 
dos rearranjos à arquitectura do genoma e não a mecanismos aleatórios. Nas regiões 
subteloméricas encontramos LCRs (repetição de baixo numero de cópias) e 
duplicações segmentares (SD), que se caracterizam por ser semelhantes na 
sequência mas variáveis no tamanho. Alguns autores sugerem o envolvimento dos 
LCRs na recombinação homóloga não alélica, devido à sua homologia, com a 
consequente delecção ou duplicação da sequência em causa [48]. Estes elementos 
poderão assim ser responsáveis por mutações e constituir uma forma de evolução 
genómica.  
As regiões subteloméricas são também as mais ricas em genes de todo o genoma 
humano, pelo que se pode inferir que pequenas alterações possam ter um 
considerável impacto no fenótipo. Os rearranjos subteloméricos têm-se revelado assim 
uma causa significativa na origem do atraso mental idiopático [36, 40, 50, 51,52, 
71,78]. 
Neste contexto, as anomalias subteloméricas encontradas, se caracterizadas em 
profundidade, poderão não só ajudar a relacionar genes mapeados com 
características fenotípicas específicas, mas também ajudar a esclarecer o 
envolvimento dos LCRs e SDs no mecanismo de formação deste tipo de rearranjo 
[51]. 
 
Há que referir a importância da selecção da população a rastrear como um factor 
crucial que influencia a taxa de detecção. Ao longo dos últimos 10 anos foram 
realizados diversos estudos e casuísticas, englobando um número crescente de 
doentes, mas também uma multiplicidade de critérios. A intenção dos estudos em 
larga escala na área da Genética Clínica é precisamente a de afinar critérios que 
permitam aumentar a detecção de casos anormais por um dado método, e em última 
análise, o número de diagnósticos realizados. Desta forma consegue-se contribuir 
para a elaboração de recomendações na investigação clínica do atraso mental, e por 
outro lado, encontrar o teste diagnóstico mais dirigido e adequado para uma situação 
específica.  
Existem protocolos clínicos para investigação da origem do atraso mental, que passam 
numa primeira linha pelo estudo molecular do Síndrome de X-Frágil (dado o peso 
desta patologia na população) e pelo estudo cromossómico por citogenética.  
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Em 2001, foram publicadas directrizes clínicas para o atraso mental idiopático por 
DeVries e colaboradores [23], na qual se referem os factores considerados relevantes 
e indicativos de uma etiologia cromossómica. É inclusivamente atribuído um peso 
relativo a cada um destes factores na ponderação de um estudo subtelomérico. As 
orientações clínicas, bem como a respectiva ponderação proposta por DeVries, 
encontram-se resumidas na tabela 5. 
 
Característica 
 
Ponderação 
História familiar de atraso mental  
Compatível com herança mendeliana 1 
Incompatível c/ herança mendeliana 2 
Atraso de crescimento pré-natal 2 
Anomalias de crescimento pós-natais 2 
Microcefalia (1), baixa estatura (1) 
Macrocefalia (1), alta estatura (1) 
Max 2 
Mais de 2 dismorfias faciais 2 
(nomeadamente hipertelorismo, anomalias do nariz e das 
orelhas) 
 
Dismorfias não faciais e anomalias congénitas 2 
(por cada anomalia 1 ponto, Max. 2, nomeadamente 
anomalias das mãos, cardíacas, testículos inclusos) 
 
 
Tabela 5 – Critérios de DeVries destinados a seleccionar doentes para rastreio de 
rearranjos subteloméricos [23] 
 
Teoricamente, quanto mais rigorosos forem os critérios, maior será a taxa de 
detecção; por outro lado corre-se o risco de deixar de fora indivíduos que, não 
cumprindo os critérios estabelecidos, apresentem alterações detectáveis. Com 
critérios mais abrangentes, as taxas de detecção descem, mas eventualmente o 
número de diagnósticos aumenta. 
Deste modo, nos estudos publicados é possível encontrar populações de doentes que 
englobam indivíduos unicamente com atraso mental/défice cognitivo [2,38]; 
encontramos também estudos que seguem rigorosamente os critérios de DeVries [41] 
e ainda outros que incluem doentes com atraso mental e dismorfias ou anomalias 
congénitas de forma lata. Enumeram-se alguns destes estudos na tabela 6.  
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Estudo Nº de Doentes 
Nº resultados  
anormais 
% Anomalias 
Knight et al., 1999 40 466 22 4.7 
Fan et al., 2001 26 150 6 4 
Joyce et al., 2001 38 150 0 0 
Riegel et al., 2001 59 254 13 5.1 
Anderlid et al., 2002 3 111 10 9 
Baker et al., 2002 6 250 9 3.6 
Dawson et al., 2002 20 40 4 10 
Helias-Rodzewics et al., 2002 33 32 2 6.3 
Van Karnebeek et al.,2002 78 184 1 0.5 
Jalal et al., 2003 36 372 13 3.4 
Rodriguez-Revenga et al., 2004 61 30 2 6.7 
Baroncini et al., 2005 10 219 12 5.5 
Sogaard et al., 2005 71 132 9 7 
Pinto et al., 2006 55 40 2 5 
Belligni et al., 2009 13 76 10 13.2 
 
Tabela 6 – Frequência de rearranjos subteloméricos analisados por FISH-T em diversos 
estudos publicados. 
 
A escolha da população utilizada no presente estudo baseou-se nos pedidos de 
estudo de regiões subteloméricas dirigidos ao Laboratório de Genética do HSM-CHLN, 
que seguem predominantemente como critério a presença concomitante de atraso 
mental e dismorfias ou anomalias congénitas.  
Tratando-se de um estudo retrospectivo, aplicam-se algumas das inerentes limitações, 
como por exemplo a existência de registos incompletos ou não quantitativos.  
É igualmente de referir que os 197 casos contabilizados se distribuem ao longo de 5 
anos de prática clínica, vários médicos especialistas e diversos contextos de consulta. 
Estas contingências levam certamente a alguma heterogeneidade nos métodos 
seguidos, no tipo de informação coligida e nas opções de diagnóstico, que por sua vez 
terão o impacto necessário na análise dos critérios de selecção. Optou-se assim por 
não efectuar a transposição dos dados recolhidos para critérios ponderados de 
DeVries, uma vez que se perderia exactidão e rigor. Discute-se a taxa de detecção à 
luz dos critérios aplicados e das referências bibliográficas. 
Pela análise dos dados clínicos disponíveis verificou-se então que a maioria dos 
doentes reunia os critérios (153 em 162 tinham atraso mental/défice cognitivo e 
dismorfias ou anomalias congénitas), sendo que 9 casos não apresentavam outro 
critério que não o atraso mental, enquanto que 1 único caso, embora não 
apresentasse dismorfias ou anomalias congénitas, provinha de uma família com 
história de atraso mental. 
No capítulo 5.Resultados são apresentados exemplos de casos que, reunindo os 
critérios clínicos para o rastreio de alterações subteloméricas, foram excluídos do 
estudo por apresentarem alterações detectáveis por citogenética, que justificavam o 
seu fenótipo.  
Dois casos pontuais foram incluídos no estudo embora apresentassem anomalias 
citogenéticas, pois estas não explicavam o fenótipo dos doentes: 
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269 Apresentava uma inversão paracêntrica do braço longo do cromossoma 5, 
herdada do pai, que por sua vez não apresentava fenótipo; tratando-se de um 
rearranjo equilibrado e familiar, o risco empírico de a anomalia estar associada a 
consequências fenotípicas é muito baixo [20]. 
89/09 apresentava cariotipo (47, XYY). O Síndrome de Duplo Y está associado a um 
fenótipo ligeiro por vezes assintomático, muito embora esteja descrita uma frequência 
de 3 em cada 1000 adultos com deficiência mental e perturbações do comportamento 
[17]. Neste doente foi efectivamente detectada uma anomalia adicional, subtelomérica 
e passível de causar o quadro severo observado. 
Convém realçar que a resolução da análise citogenética prévia é de crucial 
importância para a variação nas taxas de detecção. Os cariotipos anormais excluídos 
do estudo e apresentados no capítulo Resultados pretendem ilustrar uma resolução de 
3-5 Mb, mas que poderiam ter passado por detectar em preparações de qualidade 
inferior. 
 
As taxas de detecção de rearranjos referidas na literatura variam entre 0 e 13,2% 
usando FISH-T (ver tabela 6). A taxa de detecção encontrada através do presente 
estudo foi de 3,5%, encontrando-se na gama de valores expectável para esta 
metodologia, bem como para a frequência das anomalias cromossómicas no geral 
[71]. O nosso estudo engloba um número razoável de doentes, mas resultou numa 
taxa de detecção relativamente reduzido. Mesmo corrigindo a taxa para o número de 
casos com informação clínica indicativa, a taxa sobe apenas para 4,56%.  
Pensamos que este valor mais baixo se deva principalmente à selecção de doentes, 
pois a técnica de FISH têm um espectro de detecção bem definido. Falsos negativos 
apenas se verificariam para delecções inferiores ao tamanho da sonda, em que não 
fosse evidente a perda de sinal. Por outro lado, lâminas com hibridação inespecífica 
(que mascarasse uma perda de sinal) são habitualmente rejeitadas e o teste é 
repetido. Por outro lado, alguns dos doentes incluídos no estudo apresentam um 
défice ligeiro ou moderado, e não atraso grave. Alguns autores defendem 
precisamente que o alargamento dos critérios ao défice cognitivo ligeiro permitirá 
realizar mais diagnósticos, com prejuízo da percentagem de positivos no total da 
amostragem [41, 63] 
 
Em estudos como o de Koolen e colaboradores [41], em que os critérios de DeVries 
são aplicados rigorosamente, a taxa calculada é de 12,4%. Verifica-se de facto uma 
grande variação nas taxas de detecção, podendo estas dever-se a variações 
populacionais ou mesmo a rearranjos mais subtis que não tenham sido detectados, 
como se discute mais adiante nas limitações técnicas. 
Dos 7 casos detectados, 4 são familiares, o que está de acordo com a literatura: 
alguns autores afirmam que cerca de metade dos casos anormais são familiares [40], 
reforçando a importância do rastreio no contexto do Laboratório de Genética Médica e 
da Consulta de Aconselhamento Genético.  
Todos os casos anormais apresentavam pelo menos 3 dos critérios considerados 
importantes por DeVries e enumerados na Tabela 5, para além do atraso mental, 
excepto o caso 6. Resumem-se na Tabela 7 os casos anormais e a sua classificação 
quanto aos parâmetros clínicos a considerar.  
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Caso Sexo 
História 
Familiar 
de AM 
ACIU 
Anomalias de 
crescimento 
pós-natais 
Dismorfias 
faciais 
 
Dismorfias 
não faciais 
 
Resultado 
 
1 
273-04 M S N N S S 
 
der(21)t(20;21)(qter+;qter-
)pat 
2 
074-05  F N N S S S 
der(1)t(1;X)(pter-;qter+)dn 
3 
275-05  M N N S S S 
der(21)t(19;21)(qter+;qter-
)pat 
4 
439-07 M S S S S S 
del(15)(qter)mat 
 
5 
061-08  F S - S S N 
del(15)(qter) 
 
6 
089-09  M N N S S N 
der (1)t(1;2)(pter-
,qter+)del(1) 
7 
093-09  F N N S S S 
der(15)t(12 ;15)(pter- ;qter+)
  
Tabela 7 – Critérios clínicos presentes nos doentes com rearranjos subteloméricos 
descritos neste estudo 
 
As anomalias encontradas podem ser agrupadas e discutidas por apresentarem 
semelhanças. 
Os casos 1, 3 e 7 apresentam cromossomas derivados, com envolvimento de 
diferentes regiões cromossómicas. Os efeitos das trissomias e monossomias parciais 
resultantes em cada rearranjo combinam-se num fenótipo único. A juntar ao efeito de 
dose, encontram-se sempre latentes eventuais efeitos posicionais que a translocação 
de uma região do genoma para outra vizinhança pode causar. Assim sendo, os 
cromossomas derivados em situação de desequilíbrio de dose são os menos 
informativos para a procura de genes candidatos e para correlações genótipo-fenótipo. 
Os casos 2 e 6 apresentam um cromossoma 1 anómalo, em ambos com perda da 
região subtelomérica de 1p. 
A delecção de 1 pter constitui um dos achados mais frequentes nos rastreios de 
anomalias subteloméricas (prevalência entre 1:5000 e 1:10000 nascituros) e encontra-
se razoavelmente bem caracterizado, sendo mesmo designado como Síndrome de 
Delecção1p36 [35].  
 No caso 2, o der(1) apresenta material excedentário Xqter, cujo impacto no fenótipo 
se pensa ser mínimo: por comparação com a aneuploidia 47,XXY, o fenótipo é ligeiro 
e associado principalmente a perturbações endócrinas e da fertilidade. Pode assim 
aproximar-se de uma delecção pura do 1pter, e apresenta de facto algumas das 
características associadas ao síndrome, para além da face característica: microcefalia 
e anomalias cerebrais (presentes em +75% dos casos), anomalias esqueléticas e dos 
genitais (presentes em 25 a 50% dos casos). [20] 
No caso 6, houve inserção de material do cromossoma 2 em 1p, sem que na análise 
de FISH haja aparente desequilíbrio de dose relativamente ao cromossoma 2. Não se 
pode excluir a eventual perda de material do 2 quando ocorreu o rearranjo, fora da 
região coberta pela sonda usada; assim sendo, explicaria porque o fenótipo do doente 
não é tipicamente o de Síndrome de del1pter. Por outro lado, o Síndrome de Delecção 
1p36 é por vezes confundido com situações como Síndrome de Prader-Willi ou Rett, 
devido à sobreposição de fenótipos.  
Há referências na literatura que consideram o Síndrome de Delecção 1p36 um 
síndrome de genes contíguos, mas outras que afirmam que se trata de um efeito 
posicional causado sobre outros genes fora da região [35].  
Nestes casos a detecção do rearranjo já permite identificar uma entidade clínica bem 
definida, permitindo os cuidados antecipatórios recomendados, e proporcionar o 
aconselhamento familiar adequado.  
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Quanto à delecção de 15qter, é o primeiro caso familiar reportado, sendo que todos os 
publicados ocorreram de novo [4]. Tanto a mãe como o filho partilham algumas 
características com os casos publicados na literatura [54, 56, 50, 19, 60]: face 
triangular, atraso de crescimento pré e pós natal, anomalias das mãos com 
clinodactilia. Ao contrário de outros casos não apresentam microcefalia, nem 
anomalias renais ou cardíacas.  
A explicação para um fenótipo suave pode residir no tamanho da delecção 
encontrada, pois os nossos casos apresentam o ponto de quebra mais distal face ao 
reportado na literatura. Pensa-se que a delecção possa ter sido herdada por via do 
avô materno, pois este, já falecido, partilhava características fenotípicas com a filha, 
incluindo o atraso mental.  
A localização do ponto de quebra na região entre os BACs RP11-9B21 e RP1190E5 
coloca a possibilidade do gene IGF1R estar ausente, ou sofrer desregulação pela 
proximidade da delecção (menos de 1Mb). Esta observação vem apoiar a hipótese do 
envolvimento do IGF1R no atraso de crescimento intrauterino, conforme postulado por 
alguns autores [70]). Como foi referido anteriormente o IGFR-1 é o receptor do factor 
de crescimento IGF1, cuja função anabólica se exerce no crescimento celular e 
inibição da morte celular. A regulação da sua produção pelo fígado é feita pela 
hormona do crescimento, estando por isso relacionado com a acção anabólica no 
tecido ósseo, muscular, e conjuntivo. 
Da análise dos casos anormais registados podemos concluir que para além da 
vertente assistencial de apoio à consulta de aconselhamento genético, o rastreio 
sistemático a doentes seleccionados com atraso mental apresenta também vantagens 
académicas, ao contribuir, directa ou indirectamente, para relacionar fenótipos 
característicos com anomalias genómicas específicas.  
 
Sendo que o presente estudo indica que a metodologia FISH-T é aplicável à 
investigação clínica do atraso mental, leva-nos também a reflectir sobre as suas 
desvantagens.  
Estas versam sobretudo em aspectos práticos, como a morosidade do método e o 
preço final por teste: é necessário observar 15 poços (áreas de hibridação) por doente 
e em cada um analisar 5 metafases com qualidade suficiente que permita confirmar a 
correcta localização dos sinais subteloméricos.  
Do ponto de vista técnico, podem apontar-se 3 limitações fundamentais: 
- Não são detectadas delecções inferiores a 100 kb – pois é este o comprimento médio 
das sondas utilizadas. 
- Não são detectadas duplicações subteloméricas em tandem, uma vez que são 
estudadas metáfases, nas quais a proximidade dos sinais dificilmente permitirá 
distingui-los. Alguns autores sugerem que as duplicações subteloméricas estarão 
subrepresentadas em estudos de FISH [41], que são reveladas por métodos 
semiquantitativos.  
- Não contempla sondas para os braços curtos dos cromossomas acrocêntricos - 
muito embora estas regiões sejam consideradas não codificantes, contêm genes 
ribossomais cuja translocação poderá ter consequências devido a um efeito posicional 
[39]. 
Translocações ou derivados envolvendo os cromossomas mais pequenos (como por 
exemplo os casos der 20/21 ou der 19/21) são difíceis de detectar. Os controlos 
internos são visíveis com SpectrumAcqua, que apresenta um fraco contraste sobre 
fundo DAPI. Este estudo obriga à utilização de cromossomas em metafase, ou seja, a 
amostra tem de ser cultivada, dilatando o tempo de resposta.   
 
Nos estudos por MLPA publicados verifica-se a detecção de duplicações tandem que 
não se confirmam por FISH. Em compensação, as translocações equilibradas (por 
exemplo nos progenitores) não são detectadas, inviabilizando o estudo familiar por 
esta metodologia.  
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Por outro lado, tratando-se de uma técnica de biologia molecular a amostra poderá ser 
colhida por meios não invasivos (ex: zaragatoas), um factor importante quando se lida 
com doentes habitualmente pouco colaborantes.  
O procedimento laboratorial demora cerca de 2-3 dias, não sendo necessária cultura 
celular como no FISH: o tempo de resposta é menor, e este é um factor a ter em conta 
num contexto clínico. 
O tratamento de dados é trabalhoso, mas pode ser facilitado dramaticamente por 
ferramentas informáticas como o Genemapper. 
Os 13 doentes testados por MLPA, previamente testados por FISH, constituem o 
ponto de partida para a substituição da metodologia T-FISH no rastreio do atraso 
mental idiopático no Laboratório do Serviço de Genética. Os três controlos usados 
nesta corrida são voluntários aparentemente normais (sem fenótipo), onde não se 
esperaria detectar qualquer tipo de desequilíbrio. Os resultados foram no geral 
concordantes: os doentes considerados normais por FISH-T apresentaram perfis 
normais no MLPA, e reciprocamente as anomalias registadas por FISH-T apareceram 
igualmente na MLPA. Foram detectados sinais adicionais que carecem de confirmação 
e alguns valores “borderline” que possivelmente não têm significado, mas que devem 
ser repetidos. Continuar-se-á assim este trabalho repetindo as reacções com estas 
amostras, usando a mesma mistura de sondas e também outra mistura, que inclua 
sondas próximas às anteriormente testadas. 
Observa-se por exemplo um aumento consistente no pico “15p”, mais acentuado nas 
amostras 719, 772 e 782; baseando-nos na lógica do rastreio subtelomérico e nas 
taxas de anomalias deste grupo, é pouco plausível que três amostras em 13, 
escolhidas aleatoriamente apresentem a mesma anomalia. Estes resultados terão de 
ser forçosamente confirmados. Há ainda que considerar que a zona 15q11, onde se 
localiza a sonda referida, é uma região que se sabe sofrer amplificações, por vezes 
visíveis citogeneticamente, e consideradas polimórficas. Sabemos também que 
polimorfismos de um nucleótido apenas junto à zona de ligação da sonda pode ser o 
suficiente para produzir um sinal diminuído. Assim, ao interpretar os resultados obtidos 
por MLPA há que ter em conta, não só as limitações da técnica, como o contexto 
biológico e o significado das anomalias que se encontram.     
Destacam-se em particular os casos: 
- 159 - Uma amostra proveniente de outro laboratório, cujo padrão electroforético foi 
completamente diferente dos outros e cujo resultado não é compatível com o de FISH. 
Possivelmente obtida por um método de extracção de DNA diferente das restantes 
amostras e dissolvido num tampão diferente. Uma das recomendações na realização 
de reacções de MLPA é utilizar na mesma corrida amostras extraídas pelo mesmo 
método, pois diferentes soluções salinas interferem diferencialmente na reacção, e 
consequentemente, os resultados não podem ser integrados e comparados. 
- 868 – Este caso ilustra bem a retenção diferencial de fragmentos mais longos no 
capilar, relativamente a fragmentos mais pequenos. Embora seja um fenómeno 
frequente, uma diminuição acentuada dos picos nas sondas mais longas em algumas 
amostras comparativamente aos controlos deve ser corrigido para não interferir com a 
análise de resultados. Trata-se de um problema de capilar que pode ser resolvido 
aumentando o tempo de injecção das amostras. O efeito poderá persistir mas em 
menor escala.   
- 628 – Ilustra uma das limitações do MLPA. Muito embora seja detectada a delecção 
de 1pter, o cromossoma 2 não apresenta alterações, uma vez que há equilíbrio do 
número de cópias. Assim sendo, o verdadeiro rearranjo envolvendo 2qter passaria por 
detectar, o que vem sublinhar a importância de confirmar os resultados de MLPA por 
FISH. 
 
Desta primeira experiência de MLPA tiramos 3 conclusões importantes: 
1. É necessário afinar alguns parâmetros da separação de fragmentos por 
electroforese capilar; 
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2. É necessário uniformizar o método de extracção e tampão de solubilização do 
DNA a testar;  
3. A interpretação de resultados deve ser cautelosa e atender sempre ao contexto 
da patologia em estudo, bem como do total das amostras na mesma corrida.  
Posto isto, trata-se de uma técnica simples e exequível no contexto do rastreio 
pretendido, mas que não dispensa na totalidade a utilização esporádica de sondas de 
FISH. 
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7. CONCLUSÃO 
 
O presente estudo permitiu determinar a taxa de detecção de anomalias 
subteloméricas nos doentes apresentando atraso mental idiopático e anomalias 
congénitas seleccionados no Serviço de Genética do HSM-CHLN, sendo esta de 
3,5%. A maioria dos casos são rearranjos envolvendo mais do que um cromossoma, e 
apenas dois revelaram ser delecções puras, permitindo elaborar sobre a relação 
genótipo-fenótipo.  
O resultado obtido está em conformidade com os estudos publicados na área que 
utilizam a metodologia de FISH, e é compatível com as taxas de diagnóstico 
esperadas num contexto de Genética Clínica. Muito embora a maioria dos doentes 
permaneça por diagnosticar, a vantagem da detecção das anomalias traduz-se no 
correcto aconselhamento genético das famílias em causa e nos cuidados 
antecipatórios proporcionados aos doentes. Muito embora se trate de uma pequena 
fracção, o impacto psicológico e social destes doentes é suficientemente grande para 
justificar o rastreio.  
 Em alguns casos, a identificação das anomalias subteloméricas aporta informação 
adicional que contribui para a caracterização das regiões cromossómicas envolvidas, 
quanto aos genes aí localizados e proteínas que estes codificam.  
Conclui-se que o FISH, embora informativo mesmo em casos de rearranjos 
equilibrados e estudos familiares, apresenta uma série de condicionantes: quanto à 
sensibilidade, pois não detecta duplicações ou amplificações em tandem; quanto à 
aplicabilidade na rotina, por ser laborioso e dispendioso. 
Apresentam-se no panorama actual várias alternativas, sendo a mais simples e 
exequível, além de economicamente viável, a MLPA. Foi testado um pequeno grupo 
de doentes, com resultado de FISH conhecido, e conclui-se a sua aplicabilidade 
mediante alguns ajustes técnicos. Conclui-se também que a FISH terá de ser mantida 
como metodologia de suporte para confirmação/complementação de resultados e 
estudos familiares, passando para um segundo plano.  
Preconiza-se que no futuro, a utilização de arrayCGH substituirá a MLPA e o cariotipo 
de alta resolução num rastreio mais abrangente, que permite detectar desequilíbrios 
submicroscópicos por todo o genoma, direccionado de acordo com as indicações 
clínicas. Para já, os custos da sua implementação para rastreio de larga escala são 
consideráveis, deixando espaço para abordagens mais simples.  
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ANEXO I  
REAGENTES 
 
 
• Tampão HEPES – 1M; 100 ml da Sigma; Cat nº H-0887 
• L-Glutamina – 25 g da Sigma; Cat nº G-8540 
• Penicilina-Estreptomicina – 148; 20 ml da Gibco; Cat nº 15140 
• Soro bovino fetal – 500 ml da Sigma; Cat nº F7524 
• RPMI 1640 – 500 ml da Biochrom, Cat nº F-1215 
• Fitohemaglutinina (PHA) – 10 ml da Gibco; Cat nº 10576 
• Timidina (C10H14N2O5) – 242,1 g/mol; 5g da Sigma; Cat nº T-1895 
• Deoxicitidina – 500 mg da Sigma; Cat nº 3897 
• Colcemid Karyomax – 10 μg/ml; 10 ml da Gibco; Cat nº 15210-057 
• Água bidestilada estéril, LABESFAL, Cat nº 2651297 
• Cloreto de potássio (KCl) – 74,56 g/mol; 500g da Merck; Cat nº 104936.500 
• Metanol (CH3OH) – 32,04 g/mol; 1L=0,79 Kg; 2,5L da Merck; Cat nº 
1.06009.2511 
• Ácido acético (CH3COOH) – 0,05 g/mol; 1L=1,05Kg; 2L da Merck; Cat nº 
1.00063.2511 
• Corante Leishman – 25g da BDH; Cat nº 34042 
• Tampão fosfato pH 6,8 – Buffer tablets da BDH; Cat nº 33199 
• Hidrogenofosfato de sódio (NaHPO4) – 141,96 g/mol; 500 g da Merck; Cat nº 
1.06586.0500 
• Dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) – 136,09 g/mol; 500g da BDH; Cat 
nº 296084J 
• Tripsina 1:250 – 100g da Difco; Cat nº 0152-15-9 
• Entellan – 100 ml da Merck; Cat nº 7961 
• Óleo de imersão; 30ml 
• D-PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered saline – 500ml; 10ml da Gibco; Cat 
nº14190-094 
• Cloreto de sódio (NaCl) – 58,44 g/mol; 1Kg da Merck; Cat nº 1.06404.1000 
• Citrato trisódico (C6H5Na3O7.2H2O) – 294,10 g/mol; 500g da Merck; Cat nº 
1.06448.0500 
• Pepsina (EC 34231) 3900 unidades/mg; 5g da Sigma; cat nºP-6887 
• Ácido clorídrico (HCl) – 36,46 g/mol; 37%; d = 1,18; 2,5L da BDH; Cat nº P-
10125 
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• Etanol absoluto (C2H6O) – 46,07 g/mol; 1L = 0,788 Kg; 2,5L da Riedel de Haen; 
Cat nº 3221 
• Formaldeído da Merck; Cat nº1.00264.1000 
• DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindole; C16H1.2HCl) –50,2 g/mol; 1 mg da Sigma; 
Cat nº D-9542  
• NP-40 da Sigma, Cat nº 32-804818 
• TotelVysion Probe Panel da Vysis, 10 Assay; cat nº33-270000   
• Água destilada 
• Cola Vulcanizante 
• MLPA® SALSA® Kit P070 Human Telomere-5 (contendo: Salsa Probe mix 
P070, MLPA buffer, Ligase Buffer A, Ligase buffer B, Ligase 65, SALSA PCR-
primers, SALSA Enzyme dilution buffer, SALSA polimerase  ). 
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ANEXO II 
SOLUÇÕES 
 
1) Penicilina-Estreptomicina (100 000 UI; 50 mg em cada frasco) 
Reconstituir cada frasco com 2ml de água bidestilada estéril com uma seringa de 
2ml. Preparar imediatamente antes de usar. 
2) Soro Bovino Fetal 
Distribuir por frascos universais (alíquotas de 25ml) e armazenar a -20ºC. 
3) Fitohemaglutinina (PHA) 
Reconstituir a PHA com 5ml de água bidestilada estéril, utilizando uma seringa.  
Armazenar a 4ºC, pelo período máximo de 1 mês. 
4) Meio de cultura RPMI 1640 completo (frasco Schott de 250 ml) 
Adicionar:  
• 100 μl de meio RPMI 1640 
• 1,25 ml de PHA 
• 0,5 ml Penicilina-Estreptomicina 
• 10 μl de Soro Bovino Fetal  
Separar em alíquotas e armazenar a 4ºC até 5 dias. 
5) Timidina (15mg/ml) 
Dissolver 0,150g de timidina em 10ml de PBS. 
Esterilizar por filtração. 
Guardar a -20ºC até ao máximo de 1 mês.  
6) Solução de stock de Deoxicitidina 
Fornecido liofilizado, pela Murex. 
Reconstituir com 5ml de água destilada estéril. 
Guardar a 4ºC e usar no prazo de uma semana.  
7) Solução de trabalho de Deoxicitidina (5x10-4) 
Dissolver 1,135 mg de deoxicitidina em 10ml de PBS. 
Esterelizar por filtração e distribuir em frascos de 2ml esterilizados, devidamente 
identificados. 
Guardar a -20ºC até ao máximo de 1 mês.  
8) L-Glutamina (200mM = 29.23 mg/ml) 
Dissolver 0,292g de L-Glutamina em 10ml de água.  
Filtrar e dividir em tubos de 2ml esterilizados.  
Fazer teste de esterilidade.  
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Guardar os tubos, devidamente identificados, a -20ºC.  
9) Cloreto de Potássio a 0,075M 
Dissolver 5,59g em 1000ml de H2O bidestilada estéril. Armazenar à temperatura 
ambiente. 
10) FIX – Solução fixadora 
Mistura a 3:1 (v/v) metanol absoluto e ácido acético. Preparar imediatamente antes 
de usar. 
11) Solução de Leishman (1,5g/l) 
Adicionar 3g de Leishman em 2L de metanol com agitação. 
Agitar durante 24h. 
Armazenar à temperatura ambiente em frasco protegido da luz. 
12) Tampão Sorenson 9,57g/l e pH 6,5 
Pesar 18,94g de NaHPO4 (M/15) e 18,16g de KH2PO4 (M/15), dissolver em água 
destilada e perfazer 2L. 
13) Tampão fosfato pH6,8 
Dissolver uma pastilha em água destilada, perfazendo 1L. 
14) Tripsina a 0,12% (p/v) 
Dissolver com agitação 0,12g de tripsina em Tampão Sorenson pH 6,5 perfazendo 
100ml. 
15) SSC 20X (NaCl 3M/ citrato trisódico 0,3M, pH7) 
Dissolver 87,66g de NaCl e 44,115g de citrato trisódico em 500 ml de água 
bidestilada. 
Acertar o pH a 7 (com HCl) antes de perfazer o volume. 
Autoclavar a 110ºC /15 minutos 
Armazenar à temperatura ambiente pelo período máximo de 6 meses. 
16) SSC 2X 
Dissolver 50ml de SSC 20X em 450 ml de água bidestilada. 
Armazenar à temperatura ambiente pelo período máximo de 6 meses. 
17) Soluções de Etanol 70%, 85% e 100% 
Etanol a 70% (Juntar 70ml de etanol absoluto em 30ml de água destilada) 
Etanol 85% (Juntar 85ml de etanol absoluto em 15ml de água destilada) 
Etanol 100% 
18) Ácido Clorídrico 0,1N 
Juntar 0,99ml de HCl 37% em água bidestilada até perfazer 100ml. 
19) Solução de stock de Pepsina 
Dissolver completamente 200mg de pepsina em 2ml de água bidestilada. 
Guardar a -20ºC em alíquotas de 200μl. 
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20) Solução de trabalho de Pepsina 
Preparar 50ml de HCl 0,01N (5ml de HCl 0,1N + 45ml de água bidestilada) num 
copo Coplin e colocá-lo num banho de 37ºC. 
Juntar a pepsina apenas no momento da sua utilização. 
21) Solução de trabalho de Formaldeído 
Juntar 39ml de PBS a 1ml de Formaldeído 37% (extemporânea). 
22) Solução 2X SSC/0.1% NP-40 
Juntar 100ml de 20X SSC a 850ml de água destilada. 
Adicionar 1ml de NP-40 e juntar água destilada até perfazer 1L, dissolvendo 
completamente. 
Armazenar à temperatura ambiente num período máximo de 6 meses. 
23) Solução 0.4X SSC/0.3% NP-40 
Juntar 20ml de 20X SSC a 3ml de NP-40. 
Dissolver completamente o preparado em 950ml de água destilada. 
Perfazer com água destilada até um volume final de 1L. 
Armazenar à temperatura ambiente num período máximo de 6 meses. 
24) Solução de stock de DAPI (1mg/ml) 
Reconstituir o conteúdo do frasco (1mg) em 1ml de água destilada. 
Armazenar 4ºC no escuro. 
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ANEXO III 
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 
 
• Pipetas estéreis descartáveis de 10ml 
• Micropipetas Jencons de 0-20; 0-200 e 0-1000μl 
• Pontas para micropipeta, estéreis com filtro 
• Microtubos de 500 μl, 1000 μl, e 2000 μl  tipo Eppendorff 
• Tubos de 200μl para PCR, Eppendorff 
• Membranas de filtração de 0,22 μm 
• Frascos de vidro “universais” de 30 ml, estéreis 
• Frasco Schott de 250 e 500 ml estéreis 
• Copos de Coplin 
• Copos de Hellendahl 
• Caixas de coloração de lâminas 
• Provetas, funil e um frasco escuro 
• Papel filtro Whatman nº4, Ø=12,5 cm 
• Tubos de Leighton – 10 cm2 de superfície de cultura; Nunc; Cat nº 16337 
• Tubo de centrífuga de poliestireno, fundo cónico e 11 ml de capacidade – 
Nunc; Cat nº 347880 
• Tubos de poliestireno de fundo cónico e 30 ml de capacidade – Greiner; Cat 
nº201170 
• Tubos de polistireno de fundo cónico e 15 ml de capacidade, Nunc 
• Pinças 
• Cronómetros  
• Pipetas de Pasteur de vidro 
• Tetinas 
• Esguichos 
• Lâminas de microscópio 76x26 mm 
• Lamelas 24x66 mm 
• Erlenmeyers 
• Provetas 
• Seringas 
• Caneta de ponta de diamante 
• Berços para lâminas 
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• Caixas Metálicas 
• Caixa escura para guardar lâminas 
• Agitadores magnéticos 
• Banho de água Memmert 
• Vórtex (Ovan VibraMix) 
• Estufa a 37ºC (Memmert B30) 
• Câmara de fluxo laminar vertical (Holten HB2448) 
• Microscópio de contraste de fase (Olympus BX40) 
• Centrífuga de bancada (Megafuge 1.0 Heraeus) 
• Termociclador (Biometra TProfessional) 
• Hotte de absorção de gases e vapores (Heraeus) 
• Estufa a 37ºC e 90ºC (Binder) 
• Desumidificador (General Electrics) 
• Microscópio de luz visível (Nikon Eclipse E600) 
• Balança (Mettler AB204) 
• Frigorífico (LG) 
• Congelador a -20ºC (LG) 
• Microcentrífuga (ThermoScientific Micro Cl17) 
• Pipetador automático 
• Microscópio de epifluorescência (Olympus BX50) 
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ANEXO IV 
 
Descrição das sondas que compõem o painel ToTelvysion® da Vysis 
Retirado de: www.abbottmolecular.com 
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ANEXO V 
Tamanhos esperados dos amplificados resultantes da reacção de MLPA com a 
mistura P070 (retirado de www.mlpa.org) 
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ANEXO VI 
Tabela contendo os dados coligidos dos 197 doentes do Laboratório de Genética, 
HSM-CHLN estudados por FISH -T e analisados neste trabalho.  
Nº lab SEXO História familiar atraso mental ACIU
Anomalias 
crescimento 
pós-natal
Mais de 2 
dismorfias 
faciais
Dismorfias 
não faciais
273-04 M S N N S S
369-04 M S N S S S
405-04 M N N S S N
488-04 M N S S N S
026-05 M S N S S S
027-05 F N N S S N
043-05 F N N S S S
054-05 F N N S S N
074-05 F N N S S S
128-05 M S S N S S
129-05 M S ? ? S S
143-05 F S S S S S
163-05 M S N N S S
171-05 M N N S S N
172-05 F N N S S S
179-05 F 0 N S S S
204-05 F S N S S N
206-05 F N N N S S
212-05 M N N N S N
213-05 M S S S S N
231-05 F N N S N N
255-05 M 0 0 0 0 0
264-05 M N N S S S
265-05 F N N N N N
274-05 F N S N S S
275-05 M N N S S S
289-05 M N N N S S
290-05 F N N N S S
293-05 F N N S N N
294-05 M N N S S S
297-05 F N N S N N
299-05 M S N S S N
307-05 F S N N N N
326-05 M S N S S S
328-05 F N N S S S
373-05 F N N N N N
396-05 M N N S S S
429-05 M N N N S N
436-05 M N N S N N
442-05 M N S S S S
461-05 F N N S S N
468-05 F N N S S N
501-05 F N N N N N
514-05 M S N S S N
20
05
20
04
Tabela contendo os dados coligidos dos 197 doentes do Laboratório de Genética, 
HSM-CHLN estudados por FISH-T e analisados neste trabalho.
Nº lab SEXO História familiar atraso mental ACIU
Anomalias 
crescimento 
pós-natal
Mais de 2 
dismorfias 
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Dismorfias 
não faciais
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526-05 F N N S S N
598-05 M N N S N S
607-05 M N N S S S
36-06 M S N N S S
38-06 F 0 0 0 0 0
52-06 F N S S S N
76-06 M S N S S S
101-06 M N N S 0 0
113-06 M N N S N S
129-06 M 0 0 0 0 0
130-06 F N N S S S
136-06 M 0 0 0 0 0
146-06 M N N S S S
152-06 M N N S S S
154-06 M N N N S N
164-06 M N N S N S
189-06 M N N S S S
247-06 M S N S S N
270-06 F 0 0 0 0 0
314-06 M N N N N N
317-06 F N N S S N
323-06 M N N N S S
340-06 F N S S N S
354-06 F N N S S N
378-06 F 0 0 0 0 0
389-06 M N N S S N
395-06 F 0 0 0 0 0
403-06 M S N N N N
414-06 F S N S N N
456-06 F S N S N N
462-06 F N N N S N
473-06 M N N N S S
477-06 M S N S S N
478-06 M N N S N N
479-06 F N S S S/n S
480-06 M N N S S N
490-06 M N S S S S
504-06 M S N S S S
511-06 F N N S S S
523-06 F N N S S S
534-06 M N N S S S
536-06 M S N N S S
542-06 M N N S S N
20
06
Nº lab SEXO História familiar atraso mental ACIU
Anomalias 
crescimento 
pós-natal
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550-06 M N N S S S
568-06 M N N S S N
577-06 F N N S N 0
579-06 F N S S S S
626-06 M N S S S N
631-06 M N N S S S
009-07 F S N N S S
037-07 F N N S N S
077-07 F S N N S S
136-07 M N N S N S
140-07 M S N S S S
225-07 M S N S N N
238-07 F N N N S S
241-07 F N N N S N
247-07 F N N S S S
297-07 F N N S S N
303-07 F 0 0 0 0 0
325-07 M S N N S S
340-07 F 0 0 0 0 0
346-07 F S N N N N
364-07 F N N S S S
365-07 F N N S S S
390-07 M N N S N S
418-07 F N N S S N
425-07 M 0 0 0 0 0
439-07 M S S S S S
480-07 F N N S S N
482-07 F S N N S S
497-07 F N N S S S
509-07 F S N N S N
531-07 F N N S N N
554-07 M S N S S N
565-07 M S S  N S S
018-08 M S N S S S
023-08 F S N S S N
024-08 M S N S S S
032-08 M S ? N S S
061-08 F S ? S ? N
110-08 M ? N S N S
124-08 M N N N S S
162-08 M N N N N N
173-08 F S ? N S S
20
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175-08 M 0 0 0 0 0
198-08 M S N S N N
199-08 M N N N S N
200-08 M S N S S S
208-08 F N S S N N
211-08 M N S S S N
215-08 M N N S N N
250-08 F N N N S S
256-08 M N N N S S
288-08 M 0 0 0 0 0
303-08 F 0 0 0 0 0
312-08 F S na N N N
318-08 F N N N S S
336-08 M N N S S N
358-08 M N N S S S
381-08 F N N N S S
388-08 F N N S S S
407-08 M N N S N N
434-08 M N N N S S
456-08 F 0 0 0 0 0
511-08 F N N S S N
519-08 M 0 0 0 0 0
548-08 M N N S S S
550-08 F 0 0 0 0 0
559-08 M 0 0 0 0 0
570-08 M S N N S N
579-08 F N N N N N
570-08 M S N N S N
602-08 F 0 0 0 0 0
603-08 F 0 0 0 0 0
604-08 M S N N S S
608-08 M 0 0 0 0 0
643-08 F N N S S S
645-08 F N N S N N
667-08 F 0 0 0 0 0
676-08 M N N S S S
677-08 F S N S S N
696-08 M 0 0 0 0 0
698-08 F 0 0 0 0 0
699-08 M N N N N N
700-08 M N N S N N
009-09 F N N N S S
010-09 M N N N S S
20
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026-09 M N S S S S
048-09 F 0 0 0 0 0
059-09 F S N N S S
069-09 M N S N S S
083-09 M S S S N N
088-09 M 0 0 0 0 0
089-09 M N N S S N
093-09 F N N S S S
101-09 F 0 0 0 0 0
269-09 F 0 0 0 0 0
277-09 M 0 0 0 0 0
340-09 F 0 0 0 0 0
Informação clínica não disponível
Casos Anormais
20
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ANEXO VII 
COMUNICAÇÕES REALIZADAS A PARTIR DOS DADOS APRESENTADOS 
 
Comunicação em forma de Poster, 6th European Cytogenetics Conference, 7- 10 
Julho 2007, Istambul. 
(resumo publicado em Avila, M., et al. (2007) Chrom. Research., 15:  
 
Rearranjos Subteloméricos em Doentes com Atraso Mental Idiopático FCUL-DQB 2009 
  Pág. 87 
Comunicação em forma de Poster, 7th European Cytogenetics Conference, 4-7 
Julho 2009, Estocolmo. 
(resumo publicado em Avila, M., et al (2009) “Molecular and clinical characterization of 
a maternally inherited 15q26.3-qter deletion”, Chrom. Research.(suppl), 1: 151 
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ANEXO VIII 
LISTA DE ACRÓNIMOS 
 
 
 
aCGH – Array Comparative Genomic Hybridization 
ACIU – Atraso de Crescimento Intra-Uterino 
BAC – Bacterial Artificial Chromosome  
CBL- C-banding/Leishman 
CGH- Comparative Genomic Hybridization 
DAPI – diaminofenilindolo 
FISH – Fluorescent in situ Hybridization 
FITC – Fluoresceína 
GTL – G-banding /Leishman 
HR-CGH – High Resolution Comparative Genomic Hybridization 
HSM-CHLN – Hospital de Santa Maria – Centro Hospitalar Lisboa-Norte 
IGFR1 – Insulin-like Growth Factor Receptor 1 
ISCN- International System for Cytogenetic Nomenclature 
LCR – Low Copy-number Repeats (repetições de baixo numero de cópias) 
MLPA – Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 
PCR – Polymerase Chain Reaction 
QI – Coeficiente de Inteligência 
SNP – Single Nucleotide Polymorphism 
T-FISH – FISH subtelomérico 
TRITC – rodamina  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
